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“A menos que modifiquemos a nossa maneira de pensar,  
não seremos capazes de resolver os problemas causados  
pela forma como nos acostumamos a ver o mundo”. 
 
Albert Einstein 
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 RESUMO 
 
A hiperglicemia crônica característica do Diabetes Mellitus (DM) 
predispõe ao desenvolvimento de vasculopatias, tanto em tecidos 
periféricos - cuja fisiopatologia encontra-se parcialmente elucidada - 
quanto no sistema nervoso central (SNC) – onde ainda esta é menos 
entendida. Neste contexto, estudos vem sugerindo que a hiperglicemia 
persistente predispõe e favorece à progressão de processos 
neurodegenerativos. Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a 
predisposição ao desenvolvimento de doenças neurodegenerativas e/ou 
neurológicas, em particular a Doença de Parkinson (DP), durante o 
estado hiperglicêmico crônico. A condição experimental de 
hiperglicemia crônica foi induzida pela administração de uma única 
dose de estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg; intraperitonealmente) em 
ratos Wistar adultos onde foram investigados parâmetros de 
bioenergética, estresse oxidativo, neurotoxicidade e comportamentais 
após 10 e/ou 60 dias de tratamento (Grupo STZ). Com o intuito de 
normalizar a glicemia, alguns animais receberam insulina 
subcutaneamente (1,5 UI de Novolin®N humana; Novo Nordisk 
Laboratories; duas vezes ao dia; Grupo STZ+INS). Foi observado que a 
hiperglicemia crônica causou uma desregulação bioenergética tanto 
central quanto periférica, caracterizada pela inibição da atividade dos 
complexos I, II e IV da cadeia respiratória e aumento na atividade da 
creatinaquinase (CK), total e mitocondrial, em animais que 
permaneceram hiperglicêmicos por 60 dias. Além disso, esta condição 
metabólica provocou estresse oxidativo observado pela diminuição 
significativa nas concentrações de grupamentos tiólicos, aumento na 
peroxidação lipídica no plasma e ainda diminuição da molécula 
antioxidante BH4 no líquor destes animais. A persistente hiperglicemia 
também induziu apoptose e o acúmulo de proteínas oxidadas (AGEs) 
pelo aldeído reativo metilglioxal (MG) - composto formado durante 
condições de hiperglicemia, sendo considerado o principal formador de 
AGEs - em córtex cerebral de animais hiperglicêmicos. Além disso, 
estas alterações metabólicas ocorreram juntamente com alterações 
epigenéticas caracterizadas por mudanças nos padrões de metilação do 
DNA e concomitantemente com déficit cognitivo, evidenciado 
principalmente por prejuízos na consolidação da memória de curto e 
longo prazo. Ainda, a normalização das concentrações de glicose através 
da administração de insulina preveniu as alterações metabólicas, 
epigenéticas e comportamentais observadas nos animais 
hiperglicêmicos. No que se refere ao efeito específico do MG, foi 
observado um aumento significativo no consumo de oxigênio no estado 
IV de respiração mitocondrial e um marcado aumento na produção de 
espécies reativas de oxigênio (EROs) extramitocondrial em células 
precursoras de hipocampo (H19-7), indicando que este composto pode 
estar relacionado com as alterações encontradas no modelo animal. Por 
outro lado, as adaptações no metabolismo energético observadas no 
modelo animal de hiperglicemia, também foram observadas em 
amostras de indivíduos afetados por DM do tipo 1 e por DP. Ainda, 
nestes pacientes também foi observado um marcado aumento nas 
concentrações de neopterina plasmática, parâmetro que indica de forma 
sensível a ativação do sistema imunológico. Por fim, este estudo 
também focou no efeito da modulação da via metabólica da BH4 como 
ferramenta para reduzir a hipersensibilidade à nocicepção, em um 
modelo animal de dor neuropática, onde foi observado que a inibição da 
enzima que participa da síntese da BH4, a sepiapterina redutase (SR), 
induz analgesia. Em conclusão, pode-se propor que os oxidantes MG 
e/ou AGEs formados durante a hiperglicemia crônica decorrente do DM 
estariam envolvidos nas alterações bioquímicas e moleculares 
observadas nas células do SNC e predispondo ao comprometimento 
cognitivo observado neste estudo, proporcionando um cenário propício 
para a instalação e o desenvolvimento de doenças neurodegenerativas 
e/ou neurológicas, em particular a DP, e/ou predispor a nocicepção. 
 
Palavras-chave: hiperglicemia, metilglioxal, doenças 
neurodegenerativas, metabolismo energético, creatinaquinase, disfunção 
mitocondrial, epigenética. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ABSTRACT 
 
Chronic hyperglycemia characteristic of Diabetes Mellitus (DM) 
predisposes to the development of vasculopathies, both in peripheral 
tissues, where the pathophysiology is partially elucidated, and also in the 
central nervous system (CNS), where it is even less understood. In this 
context, studies have suggested that the persistent hyperglycemia 
predisposes and promotes the progression of neurodegenerative 
processes. This study aimed to evaluate the predisposition to the 
development of neurodegenerative and/or neurological diseases, in 
particular Parkinson's disease (PD) during the chronic hyperglycemic 
state characteristic of DM. Chronic hyperglycemia was induced by the 
administration of a single dose of streptozotocin (STZ; 55 mg/kg, 
intraperitoneally) in adult rats, and parameters of bioenergetics, 
oxidative stress, neurotoxicity, epigenetics and  behavior were 
investigated after 10 and/or 60 days of persistent hyperglycemia (STZ 
group). Some animals received insulin subcutaneously (1.5 IU of human 
Novolin®N, Novo Nordisk Laboratories; twice daily, STZ + INS Group) 
in order to normalize the glycemia. It was observed that chronic 
hyperglycemia (STZ Group) caused a marked bioenergetic impairment 
in the central nervous system (CNS), as well as in peripheral tissues, 
characterized by inhibition of the activities of complexes I, II and IV of 
the respiratory chain and by an increase in the activity of total and 
mitochondrial creatine kinase (CK). Furthermore, this metabolic 
condition elicited oxidative stress observed by a significant decrease in 
the plasma thiol groups levels, an increase in plasma lipid peroxidation 
and also a reduction of BH4 levels in cerebrospinal fluid. Persistent 
hyperglycemia also induced apoptosis and the accumulation of oxidized 
proteins (AGEs) by the reactive aldehyde methylglyoxal (MG) - 
compound formed during hyperglycemic conditions and the main 
generator of AGEs - in cerebral cortex of hyperglycemic animals. In 
addition, these metabolic changes occurred in parallel with epigenetic 
alterations and cognitive impairment, characterized by changes in the 
patter of DNA methylation and by compromised consolidation of short- 
and long-term memories. Moreover, these changes were prevented by 
the administration of INS. Regarding to the specific effect of MG, it was 
observed a significant increase in oxygen consumption in the state IV of 
mitochondrial respiration and also a marked increase in reactive oxygen 
species (ROS) production in the H19-7 cell line. Moreover, the 
metabolic adaptations observed in the animal model of hyperglycemia 
were also confirmed in samples derived from individuals affected with 
type 1 DM and/or PD. Additionally, it was also observed a significant 
increase in plasma neopterin levels, a parameter which indicates 
activation of the immune system. Finally, this study also focused on the 
effect of modulating BH4 metabolic pathway as a tool to reduce the 
perception of pain hypersensitivity in an animal model of neuropathic 
pain. Here, it was observed that the inhibition of sepiapterin reductase 
(SR), induces analgesia. In conclusion, it can be proposed that the 
oxidizing MG and/or AGEs formed during chronic hyperglycemia 
resulting from the DM would be involved in the biochemical changes 
observed in the CNS cells and predispose to the cognitive impairment 
observed in this study, providing a suitable scenario for the installation 
and development of neurodegenerative and/or neurological diseases, in 
particular PD and/or predispose to nociception. 
 
Keywords: hyperglycemia, methylglioxal, neurodegenerative disease, 
energy metabolism, creatine kinase, mitochondrial dysfunction, 
epigenetic. 
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1 INTRODUÇÃO  
  
1.1 DIABETES MELLITUS 
 
 O Diabetes Mellitus (DM) é uma síndrome metabólica de 
etiologia múltipla caracterizada por um estado de hiperglicemia 
persistente decorrente da falta de insulina e/ou da incapacidade da 
insulina em exercer adequadamente seus efeitos (Han et al., 2007; 
Malecki e Skupien, 2008). 
 A população diabética e a prevalência desta doença vem 
aumentando exponencialmente em vários países (387 milhões em todo o 
mundo), particularmente naqueles em desenvolvimento, representando 
um importante problema de saúde pública. No Brasil, 8,6% da 
população padece a doença e há um aumento de acordo com a faixa 
etária, sendo que 21,6% dos brasileiros com mais de 65 anos possuem a 
doença. O número de brasileiros com diabetes em 2000 era de 4,6 
milhões e a estimativa era que em 2030 este número ultrapassasse 11 
milhões. No entanto, estas projeções já foram ultrapassadas, haja vista 
que em dezembro de 2014 o número de diabéticos no Brasil foi 
estimado em aproximadamente 11,6 milhões (IDF, 2014). 
 De acordo com o comitê executivo para diagnóstico e 
classificação do DM da “American Diabetes Association” (ADA, 2012) 
e o  Consenso Brasileiro sobre Diabetes (2002), a síndrome pode surgir 
de forma secundária a alguma doença que provoque a destruição das 
ilhotas pancreáticas, como por exemplo, tumores, patologias endócrinas, 
defeitos genéticos e funcionais das células β ou na ação da insulina. No 
entanto, as formas mais comuns de DM resultam de alterações primárias 
no sistema sinalizador deste hormônio. Tais alterações podem ser 
classificadas em duas categorias: DM1 e DM2.  
 O DM2 é a forma mais frequente que afeta aproximadamente 
90% da população diabética. Esta condição é caracterizada por ser um 
distúrbio multifatorial, incluindo fatores genéticos e ambientais, e que 
geralmente resulta de graus variáveis de resistência tecidual à insulina e 
de uma deficiência relativa na secreção do hormônio pelas células β 
(Malecki e Klupa, 2005). Esta forma é observada em adultos e os níveis 
de glicemia, na maioria dos casos, podem ser controlados através de 
dieta apropriada e agentes antidiabéticos orais (Kowluru e Odenbach, 
2004; Morini et al., 2004). 
 O DM1 manifesta-se geralmente durante a infância e 
caracteriza-se por uma severa ou total ausência de insulina, a que está 
comumente associada a processos autoimunes que afetam a 
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funcionalidade das células β do pâncreas (Atkinson e Eisenbarth, 2001; 
Malecki e Klupa, 2005). Tem sido sugerido que o caráter hereditário do 
DM do tipo 1 está relacionado com a expressão de genes reguladores da 
produção de anticorpos contra células β pancreáticas (Moore et al., 
2009). 
 A maior morbidade e mortalidade associadas ao DM devem-se 
ao desenvolvimento de micro e macro vasculopatias (Winer e Sowers, 
2004). As complicações microvasculares incluem retinopatia, nefropatia 
e neuropatia central e periférica, as quais predispõem as complicações 
macrovasculares, como doença coronária, doença vascular periférica, 
infarto e amputações de membros inferiores (Brownlee, 2001; Zimmet 
et al., 2001; Wirostko et al., 2008). Estas complicações vasculares 
permanecem na maioria dos pacientes com DM, e sua prevalência varia 
de 10% a 50%, um ano ou 25 anos após o diagnóstico de DM, ainda em 
pacientes onde as concentrações de glicose sanguínea foram 
rigorosamente controladas (The Diabetes Control and Complications 
Trial Research Group, 1993; The Action to Control Cardiovascular Risk 
in Diabetes Study Group, 2008; The Advance Collaborative Group, 
2008). Neste cenário, surge o conceito de “memória metabólica”, onde a 
hiperglicemia, como consequência da falha de sinalização da insulina, 
induziria efeitos deletérios de longa duração, os quais não podem ser 
revertidos a menos que o controle glicêmico seja iniciado nos estágios 
mais precoces da doença (Nathan et al., 2005; Ceriello et al., 2009). 
 
 
1.2 HORMÔNIO INSULINA 
 
1.2.1 Síntese de insulina pelo pâncreas endócrino 
 
 A síntese de insulina ocorre nas células β das ilhotas de 
Langerhans do pâncreas, o qual é um órgão que possui tanto função 
exócrina, por secretar o suco pancreático que contém enzimas 
digestivas, quanto endócrina, por produzir além do hormônio insulina, o 
glucagon e a somatostatina. As ilhotas são compostas principalmente 
por quatro tipos celulares: as β que constituem cerca de 60% de todas as 
células, situam-se principalmente no núcleo das ilhotas e secretam 
insulina; as células α que correspondem cerca de 25% do total das 
células pancreáticas e secretam glucagon; as δ que constituem cerca de 
10% do total e que secretam somatostatina; e em menor proporção as 
células PP, produtoras de polipeptídeo pancreático (Figura 1). A relação 
entre estes diferentes tipos celulares permite o controle direto da 
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secreção de alguns dos hormônios pelos demais hormônios. Por 
exemplo, a insulina inibe a secreção de glucagon, enquanto que a 
somatostatina inibe a secreção de insulina e glucagon (Nelson e Cox, 
2004; Guyton, 2006). 
 Nas células β, a insulina é produzida na forma de pré-pró-
insulina no retículo endoplasmático rugoso, e estocada em vesículas na 
forma de pró-insulina pelo complexo de Golgi. Após estímulo, a pró-
insulina é convertida por proteases à insulina madura e peptídeo C, os 
quais são liberados na corrente sanguínea. O peptídeo C é liberado em 
quantidades equimolares à insulina madura, desta forma é um excelente 
indicador da produção endógena de insulina, principalmente em 
indivíduos que se encontram sob terapia exógena com o hormônio. 
 
 
 
 
Figura 1. Esquema ilustrativo das células das ilhotas de Langerhans. As ilhotas 
de Langerhans são compostas por quatro tipos celulares, as β que secretam insulina, 
as α que secretam glucagon, as δ que secretam somatostatina e as PP que são 
produtoras do polipeptídeo pancreático (Adaptado de Lehninger et al., 2004). 
 
 
1.2.2 Secreção de insulina 
 
 A secreção de insulina é estimulada por substratos energéticos 
metabolizáveis pela célula β pancreática, sendo a glicose o mais 
importante. A glicose é transportada para dentro da célula β através de 
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uma proteína integral de membrana denominada GLUT2, a qual 
também está presente em outros tecidos como rins, fígado e intestino. 
Após sua entrada na célula, a glicose é fosforilada em glicose-6-fosfato 
dando início à via glicolítica para subsequente geração de ATP. O 
aumento nas concentrações intracelulares de ATP, tornando elevada a 
relação ATP/ADP, fecha os canais de potássio controlados por ATP 
provocando a despolarização da membrana plasmática. Este evento 
promove a abertura de canais dependentes de voltagem facilitando a 
entrada de íons Ca2+ que ativam a migração de vesículas contendo  
insulina para a membrana plasmática para posterior extrusão do seu 
conteúdo (Oosawa et al., 1992; Rorsman e Renstrom, 2003; Marchetti et 
al., 2008) (Figura 2). 
 
 
 
 
Figura 2. Secreção de insulina pelas células β pancreáticas. A glicose é 
transportada para o interior da célula β através do GLUT2. Posteriormente é 
fosforilada, dando início a via glicolítica com subsequente geração de ATP. O 
aumento nas concentrações intracelulares de ATP bloqueia os canais de potássio e 
provoca a despolarização da membrana, promovendo a entrada de íons Ca2+. Este 
processo estimula a migração dos grânulos que contem insulina para a membrana 
plasmática para extrusão de seu conteúdo (Adaptado de 
http://ciitn.missouri.edu/cgibin/pub_view_project_ind.cgi?g_num=11&c_id=200700
9). Consultado em 20 de outubro de 2014. 
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1.2.3 Efeitos celulares desencadeados pela insulina 
 
 A insulina promove um estado anabólico por conduzir o 
metabolismo em direção ao armazenamento de carboidratos, lipídeos e à  
síntese de proteínas. Seus três principais tecidos alvo são o hepático, 
muscular e adiposo. No fígado, a insulina estimula tanto a glicólise 
quanto a síntese de glicogênio. Ao mesmo tempo, ela suprime a lipólise 
e promove a síntese de ácidos graxos de cadeia longa (lipogênese). Os 
lipídeos são empacotados nas lipoproteínas de muito baixa densidade 
(VLDL), que são secretadas para o sangue. Nos tecidos periféricos, a 
insulina induz a lipoproteína lipase, uma enzima que libera 
triacilglicerol tanto de VLDL hepática quanto de quilomícrons da dieta, 
a partir da hidrólise destes em glicerol e ácidos graxos. No tecido 
adiposo, este hormônio também estimula a síntese de triacilglicerol a 
partir de glicerol-3-fosfato e ácidos graxos. No músculo, a insulina 
estimula o transporte de glicose, o metabolismo de glicose e a síntese de 
glicogênio. Ainda, este hormônio aumenta a captação celular de 
aminoácidos, estimula a síntese de proteínas e inibe a degradação destas 
(Baynes e Dominiczak, 2007). 
 Os efeitos celulares anabólicos acima descritos da insulina são 
desencadeados através da sua interação com receptores específicos 
localizados na superfície celular. O receptor de insulina está presente em 
praticamente todos os tecidos dos mamíferos, mas suas concentrações 
variam desde 40 receptores nos eritrócitos circulantes até mais de 
200.000 nas células adiposas e hepáticas (White e Kahn, 1994). A 
sinalização intracelular da insulina inicia através da interação da mesma 
com seu receptor específico de membrana, o receptor de insulina. O 
receptor da insulina é uma proteína heterotetramérica com atividade 
tirosina quinase, composta por duas subunidades α e duas subunidades β 
ligadas por pontes dissulfeto (Figura 3). A subunidade α é extracelular e 
possui o sítio de ligação da insulina, enquanto que a subunidade β é uma 
proteína transmembrana com atividade de tirosina quinase, a qual é 
ativada pela interação da insulina com o receptor (Saltiel e Kahn, 2001; 
Nelson e Cox, 2004). 
 O receptor de insulina uma vez ativado por autofosforilação 
forsforila diversos substratos intracelulares, entre eles as proteínas 
conhecidas como substratos do receptor de insulina (IRSs), resultando 
na translocação destes desde o citosol para a membrana plasmática. A 
fosforilação dos IRSs provoca a ativação da fosfatidilinositol 3-quinase 
(PI3K) e proteína quinase serina-treonina (Akt), entre outras (Prada et 
al., 2005). A ativação da PI3K está relacionada com o transporte de 
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glicose, via glicolítica, síntese de glicogênio e síntese de proteínas, 
enquanto que a Akt está associada à proliferação e diferenciação celular 
(Combettes-Souverain e Issad, 1998). 
 
 
 
 
 
Figura 3. Processos induzidos pela sinalização intracelular da insulina. A 
insulina se liga na subunidade α do receptor de insulina. Esta interação provoca a 
fosforilação da subunidade β, a qual possui atividade intrínseca de tirosina quinase. 
Desta forma, ocorre a fosforilação dos substratos do receptor de insulina, os quais 
ativam algumas vias de sinalização, incluindo a fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) e 
proteína quinase serina-treonina (Akt) (Adaptado de Berg et al., 2007). 
 
 
1.3 ALTERAÇÕES MOLECULARES E BIOQUÍMICAS 
CAUSADAS PELA HIPERGLICEMIA 
 
 A hiperglicemia persistente do DM parece contribuir para o 
desenvolvimento das complicações vasculares através de quatro 
mecanismos moleculares principais, incluindo o aumento do fluxo da 
via do poliol, aumento do fluxo da via das hexosaminas, ativação da 
proteína quinase dependente de Ca2+ (PKC) e aumento na concentração 
de proteínas glicadas de forma não enzimática (AGEs). Estas 
modificações metabólicas culminam com a produção de espécies 
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reativas, oxidação de proteínas, inativação de enzimas citosólicas e 
mitocondriais, alterações no sistema de defesa antioxidante, disfunção 
mitocondrial, entre outros (Mukherjee et al., 1998; Rosen et al., 2001; 
Folmer et al., 2002; Brownlee, 2005). 
 
 
1.3.1 Aumento do fluxo da via do poliol 
 
 Em condições de hiperglicemia, onde ocorre um aumento nas 
concentrações de glicose intracelular em células que não dependem da 
insulina para a captação de glicose, a enzima aldose redutase pode 
formar sorbitol a partir da glicose, com a utilização de NADPH como 
cofator (Figura 4). O sorbitol, por sua vez, é oxidado a frutose pela 
enzima sorbitol desidrogenase, reduzindo NAD+ a NADH, e 
posteriormente a frutose é fosforilada a frutose-6-fosfato, a qual pode 
ser metabolizada em 3-deoxiglicosona, um composto reativo que pode 
levar a formação de AGEs (Gonzalez, 1988; Szwergold et al., 1990; 
Brownlee, 2001). Desta forma, além de alterar o equilíbrio osmótico 
celular devido à produção de sorbitol, esta via resulta na produção 
exacerbada de espécies reativas de oxigênio (EROs) e diminuição das 
concentrações intracelulares de NADPH. Assim, o aumento da via do 
poliol diminui a disponibilidade do NADPH para ser utilizado por 
sistemas enzimáticos antioxidantes, levando a um estado de estresse 
oxidativo, associado à hiperglicemia (Brownlee, 2001). Ainda, como 
esta via produz NADH, há consequentemente um aumento na relação 
NADH/NAD+, o que leva à inibição da atividade de várias enzimas 
incluindo a gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (enzima da via 
glicolítica), aumentando as concentrações de trioses fosfato 
(gliceraldeído-3-fosfato e dihidroxiacetona fosfato). O aumento na 
concentração destes intermediários glicolíticos leva à produção de 
metilglioxal (MG), o principal precursor de AGEs (Williamson et al., 
1993). Além da produção de MG, o aumento das concentrações de 
trioses fosfato conduz à formação de diacilglicerol, levando a ativação 
de PKC (Brownlee, 2001). 
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Figura 4. Mecanismos de toxicidade induzidos pela hiperglicemia. As setas 
indicam aumento das concentrações dos diferentes metabólitos e/ou proteínas 
(Adaptado de Brownlee, 2001). 
  
 
1.3.2 Ativação da PKC 
 
 A família das PKCs (proteinas quinases C) consiste de 
proteínas com atividade quinase contendo pelo menos onze isoformas 
diferentes, distribuídas amplamente em tecidos de mamíferos. Para a sua 
atividade, estas enzimas dependem de íons cálcio e de fosfatidilserina, 
além do diacilglicerol, o qual aumenta significativamente a capacidade 
desta enzima para fosforilar suas diversas proteínas-alvo (Geraldes e 
King, 2010). 
 A ativação persistente e excessiva da PKC é uma das 
consequências da hiperglicemia crônica, resultando em um dano 
tecidual decorrente da produção de EROs (Figura 4). Resulta da síntese 
de novo do segundo mensageiro lipídico diacilglicerol, que como 
mencionado, é produzido a partir de trioses fosfato. O aumento deste 
intermediário pode ser também uma consequência da inibição da 
gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase provocada por EROs, ou como 
consequência do aumento da via do poliol, ambas provocando um 
aumento nas concentrações de trioses fosfato (Shiba et al., 1993; 
Scivittaro et al., 2000; Brownlee, 2001; Inoguchi et al., 2003). Além 
disso, alguns estudos sugerem que a ativação da PKC também pode ser 
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o resultado da interação de AGEs com seus receptores localizados na 
superfície celular (RAGEs), os quais estão presentes em vários tipos 
celulares como as células endoteliais, neurônios, monócitos e 
macrófagos. Sabe-se que a interação dos AGEs com os RAGEs ativa, 
através da geração de espécies reativas, o fator de transcrição 
pleiotrópico NF-κB induzindo patologicamente a expressão de 
numerosos genes pró-oxidantes (Brownlee, 2001; Liu et al., 2009; 
Giacco e Brownlee, 2010). Além disso, a ativação exacerbada da PKC 
pode induzir a expressão patológica de vários genes, como o do VEGF 
(fator de crescimento do endotélio vascular) ou inibir a expressão de 
proteínas como NOS-3 (óxido nítrico sintase 3, antigamente 
denominada de endotelial), diminuindo consequentemente a produção 
de óxido nítrico (Ganz e Seftel, 2000; Kuboki et al., 2000). Estes fatores 
provenientes da indução excessiva da PKC levam à alteração da 
permeabilidade e do fluxo sanguíneo nos vasos (Feener et al., 1996; 
Hempel et al., 1997, Pieper e Riaz ul, 1997; Williams et al., 1997). 
 
 
1.3.3 Aumento do fluxo da via das hexosaminas 
 
 Outra consequência da hiperglicemia crônica é causar o 
aumento do fluxo da frutose-6-fosfato na via das hexosaminas (Figura 
4) (Chen et al., 1998; Kolm-Litty et al., 1998; Du et al., 2000). Devido 
ao aumento da via glicolítica e um consequente aumento da frutose-6-
fosfato formado, este serve como substrato para a enzima 
glutamina:frutose-6-fosfato aminotransferase para a formação de 
glicosamina-6-fosfato, a qual é então convertida a UDP-N-
acetilglicosamina (UDP-GlcNAc) (Giacco e Brownlee, 2010). Por sua 
vez, esta pode ser utilizada para formar, por exemplo, proteoglicanas e 
O-glicoproteínas (Brownlee, 2001; Wells et al., 2001). 
 O aumento na via das hexosaminas está envolvido com o 
aumento da expressão de genes relacionados com o desenvolvimento 
das complicações vasculares que ocorrem no diabetes e/ou no 
desenvolvimento da resistência a insulina (Marshall e Monzon, 1989; 
Gabriely et al., 2002). Por exemplo, foi demonstrado que o aumento na 
produção de UDP-GlcNac resulta na ativação do fator de transcrição 
Sp1, o que regula a ativação do inibidor do ativador do plasminogênio 
(PAI-1), contribuindo para o comprometimento da fisiologia vascular 
(Chen et al., 1998). 
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1.3.4 Aumento intra e extracelular de AGEs 
 
 Os AGEs são um grupo de moléculas heterogêneas produzidas 
através da glicação não enzimática de proteínas, lipídeos e ácidos 
nucleicos. O nível de hiperglicemia, a taxa de renovação de proteínas e 
o estresse oxidativo são fatores cruciais para a sua formação; desta 
forma, se algum destes fatores está presente, as proteínas tanto intra 
como extracelulares são passíveis de serem glicadas, e portanto, 
oxidadas (Baynes e Thorpe, 1999; Ahmed et al., 2005).  
 A formação de AGEs envolve três passos principais: a 
iniciação, a propagação e a formação de AGEs propriamente dita 
(Figura 5), as quais são coletivamente chamadas de reações de Maillard 
(Thornalley, 2008).  
 
 
 
 
Figura 5. Formação de produtos de glicação terminal (AGEs). Açucares 
redutores tendem a interagir com resíduos de aminoácidos livres de proteínas, 
formando bases de Schiff. Estas sofrem um rearranjo molecular e originam os 
produtos de Amadori, os quais podem ser degradados e dar origem a compostos 
dicarbonílicos como o metilglioxal (MG), glioxal (GO) e 3-deoxiglicosona (3-DG). 
Estes compostos, por sua vez, reagem com grupamentos amino livres de proteínas, 
formando compostos insolúveis e irreversíveis chamados de produtos de glicação 
terminal (AGEs) (Adaptado de Lapolla et al., 2005). 
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 A iniciação vai desde a formação da base de Schiff até a 
formação do produto de Amadori. Inicialmente, ocorre a condensação 
não enzimática de um açúcar redutor, como a glicose, com um 
grupamento amino livre de várias moléculas, incluindo proteínas, 
lipídeos e ácidos nucleicos, formando compostos aldimina instáveis, 
chamados bases de Schiff (Njoroge e Monnier, 1989; Bierhaus et al., 
1997). Se a hiperglicemia persistir, em poucas horas esta base de Schiff 
sofre um rearranjo molecular originando uma cetoamina estável, mais 
estável que a base de Schiff, chamados produtos de Amadori. Essa 
reação não requer a participação de enzimas e depende da concentração 
de glicose e proteínas, e também da meia vida das proteínas, além de 
depender da sua reatividade em termos de grupos aminos livres. (Hunt 
et al., 1988; Lapolla et al., 2005; Zhang et al., 2009). A fase de 
propagação envolve reações de oxidação e desidratação dos produtos de 
Amadori, sendo estes convertidos a compostos dicarbonílicos (glioxal, 
deoxiglicosanas e metilglioxal), os quais, por serem mais reativos do 
que os açúcares que os originaram, agem como propagadores da 
glicação não enzimática de proteínas (Lapolla et al., 2005). Estes 
compostos dicarbonílicos possuem uma meia-vida longa (minutos a 
horas) e atravessam facilmente a membrana plasmática, podendo atuar 
longe do seu local de produção, modificando desta forma, biomoléculas 
intra e extracelulares. O acúmulo destes compostos é chamado de 
estresse por carbonilação (Thornalley et al., 1999). Por fim, na fase de 
formação de AGEs propriamente dita, os compostos propagadores 
reagem com grupamentos amino livres de proteínas através de reações 
de oxidação, desidratação e ciclização, formando compostos amarelo-
marrons, insolúveis e irreversíveis, chamados AGEs (Lapolla et al., 
2005; Ravelojaona et al., 2007; Zhang et al., 2009). 
 A relação entre concentrações de glicose sanguínea e o acúmulo 
tecidual de AGEs tem sido mais estudada em modelos animais. Por 
exemplo, em vasos sanguíneos da retina de ratos com hiperglicemia 
crônica foi observado que há cerca de 10-45 vezes mais AGEs que em 
animais não diabéticos, após 5-20 semanas de hiperglicemia. Esta 
relação sugere que mesmo um aumento modesto na concentração de 
glicose sanguínea resulta em um aumento substancial no acúmulo de 
AGEs nos tecidos (Brownlee, 1995). Em pacientes diabéticos foi 
encontrado um aumento na concentração do MG, principal composto 
precursor de AGEs, em fluídos corporais e tecidos, o que leva a 
pressupor que este composto é um dos principais responsáveis pelas 
complicações diabéticas (Messier e Gagnon, 1996; Vander Jagt e 
Hunsaker, 2003). 
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1.3.4.1  Metilglioxal (MG) 
 
 O MG é um alfa-oxoaldeído altamente reativo que pode ser 
formado a partir de trioses-fosfato, através de acetonas durante o 
metabolismo dos ácidos graxos e a partir do catabolismo do aminoácido 
treonina (Figura 6) (Phillips e Thornalley, 1993; Desai e Wu, 2007; 
Kalapos, 2008). 
 Este composto pode ser formado não enzimaticamente a partir 
das trioses-fosfato (Richard, 1991; Phillips e Thornalley, 1993) ou com 
a participação das enzimas triose-fosfato isomerase, a qual converte o 
gliceraldeído-3-fosfato a dihidroxiacetona fosfato (Pompliano et al., 
1990), sendo este último convertido a MG pela metilglioxal sintase (Ray 
e Ray, 1981). A formação não enzimática de MG ocorre em todas as 
células, sendo que cerca de 0,1% do metabolismo de trioses-fosfato 
resultam na formação deste composto em condições normoglicêmicas 
(Phillips e Thornalley, 1993). 
 
 
 
 
 
Figura 6. Formação e desintoxicação de metilglioxal (MG). O MG pode ser 
formado a partir de intermediários da via glicolítica, aminoacetonas e de corpos 
cetônicos. A desintoxicação deste composto é realizada através das glioxalases, as 
quais estão presentes no citosol de todas as células. SSAO: amina oxidase sensível à 
ação de semicarbazida; AMO: acetol mono-oxigenase, G3P: gliceraldeído-3-fosfato, 
DHAP: dihidroxiacetona fosfato (Adaptado de Chang e Wu, 2006). 
 
 
41 
 A síntese de MG a partir de acetonas formadas durante o 
metabolismo de ácidos graxos é realizada pelo citocromo P450 2E 
(acetona e acetol monooxigenase) (Gonzalez, 1988), utilizando 
NAD(P)H como cofactor (Casazza et al., 1984; Gonzalez, 1988). Outras 
fontes de MG envolvem os corpos cetônicos acetoacetato e β-
hidroxibutirato, os quais são espontaneamente convertidos em acetona, 
sendo esta convertida a MG de acordo com o mecanismo acima descrito 
(Beisswenger et al., 2005).      
 As aminoacetonas formadas durante o catabolismo da treonina 
podem resultar na formação de MG pela ação da enzima amina oxidase 
sensível à ação de semicarbazida (SSAO), a qual realiza a desaminação 
das aminoacetonas formadas a partir da treonina à MG (Figura 6). A 
SSAO está localizada na superfície da membrana mitocondrial externa e 
no citoplasma do tecido adiposo, células da musculatura lisa vascular e 
em células endoteliais (Yu et al., 2003). 
 Após formado, o MG é mantido em concentrações basais 
através do seu catabolismo pela via das glioxalases, compreendida pelas 
enzimas glioxalase I e II (Chang e Wu, 2006). A glioxalase I catalisa a 
formação de S-D-lactoilglutationa a partir de MG e glutationa (GSH). A 
glioxalase II catalisa a hidrólise de S-D-lactoilglutationa à D-lactato, 
regenerando a GSH consumida na reação catalisada pela glioxalase I 
(Figura 6). Posteriormente, o D-lactato é metabolizado a piruvato 
(Thornalley, 1993). Desta forma, é evidente que o normal 
funcionamento do catabolismo do MG é dependente de concentrações 
adequadas de GSH, bem como de glutationa peroxidase e glutationa 
redutase, situações comprometidas pelo estresse oxidativo que 
caracteriza o estado hiperglicêmico (Wu e Juurlink, 2002; Wang et al., 
2005; Desai e Wu, 2007). O MG é também metabolizado pela aldose 
redutase, uma aldeído redutase envolvida na desintoxicação de aldeídos 
(Grimshaw, 1992). Esta enzima converte MG principalmente a 
hidroxiacetona e em pequeno percentual a o-lactaldeído (Vander Jagt e 
Hunsaker, 2003). Entretanto, em humanos o MG é principalmente 
catabolizado pelo sistema das glioxalases. No entanto, em condições de 
hiperglicemia, as concentrações de MG aumentam pois esta via não é 
capaz de catabolizar todo o MG formado. Segundo Thornalley e 
colaboradores (1989), a concentração plasmática de MG pode atingir 
concentrações de 6 µM em pacientes diabéticos enquanto que em 
indivíduos normoglicêmicos os valores deste metabólito nunca 
ultrapassa 1 µM. Desta maneira, o MG em excesso liga-se a proteínas, 
lipídios ou ácidos nucleicos promovendo modificações na estrutura 
destes compostos, e favorecendo a formação de AGEs (Lo et al., 1994; 
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Vaca et al., 1994). Neste contexto, o MG foi identificado como o 
principal precursor na formação de AGEs (Thornalley, 1990; Wells-
Knecht et al., 1995; Shinohara et al., 1998). Acredita-se que menos de 
1% do MG ocorra em forma livre, e cerca de 99% é encontrado 
conjugado à proteínas (Chaplen et al., 1998; Ahmed et al., 2005). O MG 
reage com resíduos cisteína, lisina e arginina de proteínas, podendo 
levar à degradação não fisiológica destas, inativação de enzimas, 
desnaturação proteica e ainda desencadear a resposta imune (Westwood 
et al., 1994; Papoulis et al., 1995; Thornalley et al., 1999). O DNA 
também pode ser modificado através da glicação pelo MG, e a excessiva 
modificação de ácidos nucleicos por este composto é associada com 
mutagênese e apoptose. Por outro lado, o excesso na glicação de lipídios 
de membrana leva à perda de integridade da mesma (Thornalley et al., 
1999). Estas proteínas modificadas podem ser proteínas de vida longa, 
como as encontradas no cristalino, o colágeno das membranas basais 
dos capilares da retina e do glomérulo, e a mielina do sistema nervoso 
periférico, prejudicando a função destes tecidos (Wendt et al., 2002; 
Sakurai et al., 2003).  
 
 
1.4 FORMAÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 
(EROS)  
 
 A produção de EROs é um mecanismo necessário em vários 
processos biológicos, tais como a sinalização celular, contração 
muscular e sistema imune (Kaneko et al., 2001). Por outro lado, quando 
os níveis totais de EROs forem maiores que a capacidade de defesa 
antioxidante, a geração de EROs se torna prejudicial ao organismo, 
podendo causar danos celulares significativos. 
 A mitocôndria é o principal local de produção de EROs em 
condições fisiológicas, sendo  os complexos I e III da cadeia respiratória 
os principais geradores de EROs nestas condições (Chance et al., 1979; 
Sipos et al., 2003). No complexo I, o superóxido é liberado para a matriz 
mitocondrial, já no III a liberação pode ser tanto na matriz, no espaço 
intermembranas e no espaço extramitocondrial (Han et al., 2001; St-
Pierre et al., 2002). Para contrabalancear a produção de EROs, a 
mitocôndria possui sistemas de defesa antioxidante, como as enzimas 
manganês superóxido dismutase (Mn-SOD), peroxirredoxinas, o sistema 
glutationa peroxidase/glutationa redutase, a coenzima Q10 (ubiquinona), 
creatina e nicotinamida (Okado-Matsumoto e Fridovich, 2001; Droge, 
2002; James et al., 2004). Mais recentemente, foi demonstrado que 
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algumas quinases mitocondriais como a hexoquinase (HK) e a 
creatinaquinase (CK), possuem um papel essencial como antioxidantes 
mitocondriais (Dolder et al., 2003; Santiago et al., 2008). Esta atividade 
parece estar relacionada com a capacidade de modular o potencial de 
membrana mitocondrial (Δψm), pois quanto maior o valor do Δψm, 
maior é a probabilidade de formar EROs. Sabe-se ainda que a taxa de 
produção de EROs é inversamente proporcional à disponibilidade de 
ADP intramitocondrial (Korshunov et al., 1997; Cadenas e Davies, 
2000). A excessiva produção de EROs pode também induzir a oxidação 
de ácidos graxos poliinsaturados de membrana, muito concentrados no 
sistema nervoso central, levando a múltiplos produtos tóxicos de 
peroxidação lipídica (Poli e Schaur, 2000). 
 
 
1.5 MITOCÔNDRIA 
 
 A mitocôndria é a organela celular responsável pela maior 
produção líquida de energia, a qual contém proteínas envolvidas com a 
oxidação de nutrientes bem como com a respiração celular com 
concomitante geração de energia (Lehninger e Smith, 1949; Kennedy 
and Lehninger, 1950; 1951). Esta organela possui uma estrutura 
basicamente membranosa, sendo envolvida por duas membranas, a 
membrana externa e a membrana interna, ambas com composição 
química e estrutural diferentes entre si. A membrana externa é mais 
permeável que a membrana interna. O espaço entre estas membranas é 
denominado espaço intermembranoso, onde ocorrem reações essenciais 
ao metabolismo celular. A membrana interna é formada por pregas que 
se expandem no espaço intramitocondrial (matriz mitocondrial) 
denominadas cristas mitocondriais (Nelson e Cox, 2004) (Figura 7). 
 A maquinaria molecular desta organela compreende enzimas 
presentes na matriz mitocondrial (ciclo do ácido cítrico) e proteínas 
organizadas na membrana mitocondrial interna (cadeia transportadora 
de elétrons ou cadeia respiratória). Os genomas nuclear e mitocondrial 
são responsáveis por codificar os complexos proteicos envolvidos na 
formação de energia e respiração celular (Di Donato, 2000). 
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Figura 7. Anatomia bioquímica da mitocôndria (A) e proteínas envolvidas na 
fosforilação oxidativa (B) (Adaptado de Lehninger et al., 2004). 
 
 
1.5.1 Cadeia respiratória e fosforilação oxidativa 
 
 A cadeia respiratória (CR) é composta por cinco complexos 
enzimáticos multiproteicos distribuídos na membrana mitocondrial 
interna. Os elétrons oriundos do NADH e do FADH2 vindos do ciclo do 
ácido cítrico e de outras reações catalisadas por desidrogenases são 
transferidos para a CR, tendo o oxigênio molecular como aceptor final. 
Junto a este processo, ocorre a translocação de prótons através da 
membrana mitocondrial interna para o espaço intermembranoso e a 
síntese endergônica de ATP, empregando como força motriz a energia 
armazenada como gradiente eletroquímico de prótons (Babcock e 
Wikstrom, 1992; Voet e Voet, 1995). A maior parte das proteínas que 
constituem cada complexo se encontram embebidas na membrana 
mitocondrial interna, possuindo vários grupamentos prostéticos com 
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potencial de oxi-redução sucessivamente maiores (Voet e Voet, 1995; 
Di Donato, 2000). 
 Os elétrons que provém principalmente da glicólise e do ciclo 
do ácido cítrico são doados através do NADH e entram pelo complexo I 
(NADH – Coenzima Q redutase), o qual transfere estes elétrons para a 
coenzima Q (CoQ), também chamada de ubiquinona. Este complexo é o 
maior componente proteico presente na membrana mitocondrial interna 
e é formado por sete unidades codificadas pelo DNA mitocondrial e 
pelo menos por 34 subunidades codificadas pelo DNA nuclear (Voet e 
Voet, 1995; Di Donato, 2000; Sivitz e Yorek, 2010). O Complexo I 
possui uma molécula de flavina mononucleotídeo (FMN) como 
grupamento prostético e de seis a sete centros ferro-enxofre, os quais 
participam da transferência de elétrons. O NADH transfere dois 
elétrons, e a FMN e CoQ são capazes de aceitar um ou dois elétrons de 
cada vez, pois suas formas semiquinonas são estáveis. 
 O complexo II (Succinato – Coenzima Q redutase) é composto 
por quatro subunidades proteicas, dentre elas a enzima dimérica 
succinato desidrogenase, componente do ciclo do ácido cítroco, todas 
codificadas pelo DNA nuclear. Neste complexo, os elétrons provindos 
do FADH2 são doados para a CoQ. Estão presentes um FAD 
covalentemente ligado à succinato desidrogenase, dois centros ferro-
enxofre e um citocromo b560 (Voet e Voet, 1995; Di Donato, 2000).  
 Os elétrons provindos da CoQ são transferidos para o carreador 
móvel de elétrons, o citocromo c através do Complexo III (Coenzima Q 
– Citocromo c redutase). Este complexo está arranjado assimetricamente 
na membrana mitocondrial interna contendo 11 subunidades, onde três 
delas possuem centros redox utilizados na geração de energia. Estas três 
unidades chaves estão representadas pelo citocromo b, único codificado 
pelo genoma mitocondrial, um centro ferro-enxofre e o citocromo c1  
(Saraste, 1990). 
 O Complexo IV (Citocromo c oxidase) transporta elétrons 
doados pelo ferrocitocromo c para o oxigênio molecular. Este complexo 
consiste de doze ou mais subunidades polipeptídicas (Barrientos et al., 
2002). O centro catalítico da enzima é formado por três subunidades 
maiores que são codificadas pelo DNA mitocondrial. A subunidade I 
contém grupamentos heme e um dos íons Cu (CuB), e a subunidade II 
contém um centro de Cu binuclear (CuA) (Capaldi, 1990). A subunidade 
III não apresenta grupamento prostético e não parece estar envolvida na 
síntese de ATP, apenas favorece a estabilidade estrutural. As demais 
subunidades, codificadas pelo DNA nuclear, não parecem ser essenciais 
ao mecanismo catalítico básico de redução de oxigênio e à transferência 
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vetorial de prótons (Saraste, 1990; Barrientos et al., 2002). A reação 
redox entre o citocromo c e o oxigênio molecular é irreversível, sendo a 
citocromo c oxidase uma enzima chave na produção de energia (Poyton 
e McEwen, 1996). 
 O complexo V ou ATP sintase é responsável pela síntese de 
ATP, sendo formado por duas subunidades codificadas pelo DNA 
mitocondrial (ATPase 6 e 8) e pelo menos por doze subunidades 
codificadas pelo DNA nuclear. É formado por um componente catalítico 
solúvel localizado na matriz mitocondrial (F1-ATPase) e um 
componente de membrana hidrofóbico (Fo-ATPase) o qual contém um 
canal de prótons e é sensível ao antibiótico oligomicina (Saraste, 1990). 
 Os complexos transmembrana I, III e IV, além de participar da 
transferência de elétrons na CR, possuem a capacidade de bombear 
prótons da matriz mitocondrial para o espaço intermembranas, formando 
um gradiente eletroquímico. Este gradiente determina uma polarização 
da membrana mitocondrial interna, que pode ser revertida pelo fluxo 
desses prótons através do componente Fo da ATP sintase. O fluxo de 
prótons leva à condensação do ADP e de fosfato inorgânico em ATP 
(Saraste, 1990; Wallace, 1999). A ATP sintase é uma enzima 
funcionalmente reversível que pode catalisar tanto a síntese quanto a 
hidrólise de ATP (Saraste, 1990). 
 
 
1.5.2 Creatinaquinase (CK) 
 
 A CK catalisa a transferência reversível de um grupamento N-
fosforil da fosfocreatina (PCr) para a ADP, formando ATP e creatina 
(Cr) em uma reação dependente de magnésio (Wallimann et al., 1992). 
Esta reação fornece um sistema eficaz de tamponamento do ATP, em 
células que apresentam um elevado metabolismo energético (Bessman e 
Carpenter, 1985; Bittl e Ingwall, 1985; Wallimann et al., 1992): 
 
PCr + Mg2+-ADP + H+↔ Creatina + Mg2+-ATP 
 
 Esse fenômeno pode explicar a habilidade dos tecidos cardíaco, 
muscular e cerebral em alternar a velocidade de consumo de energia 
durante os períodos de maior atividade, pois a velocidade desta reação 
excede em magnitude a velocidade de síntese de ATP pela fosforilação 
oxidativa (Bittl e Ingwall, 1985; Saks et al., 1996a; Saks et al., 1996b). 
 Neste sentido, existem quatro isoenzimas principais da CK, as 
quais são específicas de cada tecido e são codificadas por genes 
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diferentes. Dentre elas, compreendem duas formas citosólicas, a 
muscular (CK-MM) e a cerebral (CK-BB), ambas formando 
homodímeros em condições fisiológicas, podendo se apresentar como 
heterodímero no tecido cardíaco (CK-MB). Ainda, existem duas 
isoformas mitocondriais localizadas no espaço intermembranas, a 
ubíqua (umit-CK) e a sarcomérica (smit-CK), as quais são expressas 
predominantemente no cérebro e no músculo estriado, respectivamente 
(Wallimann et al., 1992). As isoenzimas mitocondrial e citosólica 
sempre são coexpressas em tecidos específicos, e esta interação entre as 
duas isoformas é fundamental para a manutenção da homeostasia 
energética e celular (Wallimann et al., 1992; Wyss et al., 1992). 
 O sistema de transferência reversível de fosfatos ou também 
chamado de “sistema CK/PCr" citado acima, serve como um tampão de 
energia flutuante, sendo importante na manutenção das concentrações de 
ATP e ADP e ainda no tamponamento dos H+ gerados. Além disso, a 
PCr serve como transportadora de energia, conectando locais de 
liberação e captação de energia (glicólise e mitocôndria) com os locais 
de consumo de energia (ATPases e quinases no citosol), através da 
compartimentalização das isoformas da CK (Wallimann et al., 1992). 
 
 
1.6 MECANISMOS DE NEURODEGENERAÇÃO 
ASSOCIADOS A HIPERGLICEMIA 
 
1.6.1 Envelhecimento e a predisposição ao desenvolvimento das 
doenças neurodegenerativas 
 
 Desde meados do século XX, vem ocorrendo um aumento 
exponencial na expectativa de vida, fenômeno conhecido como 
“epidemia do envelhecimento”. Este fenômeno foi observado 
primeiramente nos países economicamente desenvolvidos e, mais 
recentemente, tem se observado também nos países em desenvolvimento 
(Weksler et al., 2009). No Brasil, a expectativa de vida que era 48 anos 
em 1960, passou a ser 73 anos de idade em 2010 (IBGE, 2010). Este 
aumento na expectativa de vida combinado com a queda na taxa de 
natalidade na população mundial, está aumentando a prevalência ao 
desenvolvimento de doenças associadas ao envelhecimento, incluindo as 
doenças neurodegenerativas. De acordo com a Organização Mundial da 
Saúde (OMS), atualmente existem 35,6 milhões de pessoas acometidas 
pelas doenças neurodegenerativas e, para o ano de 2050, a projeção é 
que este número triplique, representando a segunda maior causa de óbito 
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em todo o mundo (WHO, 2002), principalmente pela falta de novos 
tratamentos mais eficazes que permitam prevenir, atenuar ou reverter 
estes processos (Imtiaz et al., 2014). 
 As doenças neurodegenerativas crônicas podem ser definidas 
como um grupo de distúrbios heterogêneos caracterizadas por um início 
insidioso, de progressão lenta e com características neuropatológicas 
fortemente associadas à degeneração numa área específica do cérebro. 
Como exemplos, podem ser citados a degeneração dos neurônios da 
substância negra parte compacta (SNpc) na doença de Parkinson (DP) 
(Jellinger, 1988; Blandini et al., 2000), dos neurônios corticais na 
doença de Alzheimer (DA) (German et al., 1987), dos neurônios 
motores na esclerose lateral amiotrófica (Rowland, 1998), ou dos 
neurônios pequenos do estriado na doença de Huntington (Mann et al., 
1993). Em particular, a DP é a principal doença neurodegenerativa 
relacionada com distúrbios do movimento, caracterizada por tremor de 
repouso, bradicinesia (lentidão dos movimentos), instabilidade postural 
e rigidez muscular (Gelb et al., 1999). Como mencionado previamente, 
o DP tem como principal característica neuropatológica a lesão de 
neurônios dopaminérgicos localizados na SNpc, que enviam projeções 
para os gânglios da base, e cuja degeneração provoca uma redução no 
conteúdo de dopamina no estriado (Jellinger, 1991; Blandini et al., 
2000). Além disso, estudos recentes post-mortem indicam que a 
neurodegeneração da DP é muito mais extensiva e afeta também muitos 
neurônios não-dopaminérgicos em diferentes áreas cerebrais, como por 
exemplo no hipocampo (Braak et al., 2004; Hindle, 2010). A segunda 
característica neuropatológica da DP é o aparecimento de inclusões 
eosinofílicas citoplasmáticas denominadas corpos de Lewy, as quais são 
compostas principalmente pelo acúmulo das proteínas α-sinucleína e 
ubiquitina. Estas inclusões parecem se acumular em neurônios que se 
encontram em processo de degeneração, particularmente em neurônios 
dopaminérgicos da SNpc, sendo por esta razão utilizadas como 
marcador neuropatológico da DP (Hagan et al., 1997; Blandini et al., 
2000). Ainda, de acordo com Koutsilieri e colaboradores (2002), o 
aparecimento de EROs ocorre juntamente com a presença de AGEs nos 
copos de Lewy. 
 A morte celular e a disfunção progressiva nestas enfermidades 
neurodegenerativas parecem estar associadas morfologicamente a gliose 
e à presença de depósitos ou inclusões proteicas intra e extracelulares 
(Taniguchi et al., 2004). Apesar das diferenças clínicas apresentadas em 
cada patologia neurodegenerativa (como vulnerabilidade seletiva dos 
neurônios, envolvimento de genes distintos, fatores ou eventos 
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desencadeantes, etc.), vários estudos tem demonstrado uma grande 
similaridade nos mecanismos moleculares de degeneração (para revisão 
ver Everse e Coates, 2009), sendo a disfunção mitocondrial uma das 
primeiras anormalidades observadas (Chin et al., 2008). 
 Além disso, as doenças relacionadas ao envelhecimento estão 
associadas com a coexistência de doenças metabólicas crônicas, 
incluindo, doenças cardiovasculares, inflamatórias, infarto e DM 
(Lipton et al., 2007). Neste sentido, uma das principais consequências 
da persistente hiperglicemia característica do DM no sistema nervoso 
central está relacionada com um fenômeno definido como 
neurotoxicidade da glicose (Mann et al., 1993). As células neuronais 
possuem uma alta demanda metabólica e um grande requerimento de 
energia, visto que estas são células altamente diferenciadas e que 
necessitam, portanto, de grandes quantidades de ATP para a correta 
manutenção dos gradientes iônicos transmembrana e para os processos 
de neurotransmissão (German et al., 1987). Dessa forma, a utilização de 
glicose pelas células do sistema nervoso central (SNC) é essencial para 
assegurar a sobrevida celular, visto que a reserva energética cerebral, o 
glicogênio, é extremamente pequena (3-5 µmol . g-1 de tecido), em 
condições de normoglicemia (Rowland, 1998). Assim, o funcionamento 
adequado do SNC requer o suprimento contínuo de glicose desde a 
circulação periférica e, devido ao fato que os transportadores de glicose 
das células neurais não dependem de insulina para a captação de glicose, 
o conteúdo de glicose intracelular é um reflexo das concentrações de 
glicose sanguínea. No entanto, a persistência de altas concentrações de 
glicose no interior das células neurais, induz à condição de 
neurotoxicidade da glicose (Mann et al., 1993), processo este que está 
relacionado com a ativação de quatro mecanismos principais citados 
anteriormente (ver sessão 1.3), incluindo o aumento do fluxo da via do 
poliol, aumento do fluxo da via das hexosaminas, ativação da PKC e 
aumento na concentração de AGEs (Brownlee, 2005).  
 
1.6.2 Doenças neurodegenerativas e a relação com a dor 
neuropática e o DM 
 
 Outra característica das doenças neurodegenerativas é o 
aparecimento da dor. A dor é definida como uma experiência sensorial e 
emocional desconfortável associada com dano tecidual atual ou 
potencial. A detecção de estímulos nocivos químicos, mecânicos e 
térmicos é mediada por receptores especializados nos neurônios 
sensoriais ou nociceptores, terminações nervosas responsáveis pela 
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percepção da dor (Lee et al., 2005). Frequentemente, danos teciduais 
levam à liberação de aminoácidos excitatórios, ex. glutamato, prótons, 
peptídeos, lipídeos e citocinas, os quais agem em receptores específicos 
e/ou canais iônicos, provocando a ativação de várias cascatas de 
transdução de sinais (Sawynok, 2003). 
 Os nociceptores sensoriais podem ser sensibilizados por 
inflamação prolongada ou injúria no nervo, provocando sensações 
dolorosas anormais, como hiperalgesia ou alodinia. Hiperalgesia 
caracteriza-se por sensibilidade aumentada à dor, e alodinia, a dor em 
resposta a estímulos não dolorosos, e ambas são características clínicas 
comuns em pacientes com dor crônica (Loeser e Treede, 2008). Os 
estados de dor crônica, por exemplo, inflamatória ou neuropática, 
diferenciam-se das condições de dor aguda, devido ao fato de se 
desenvolver por uma disfunção ou dano ao sistema nervoso central ou 
periférico, e persistir por dias, meses, ou até anos após a injúria do nervo 
(Zimmermann, 2001; Loeser e Treede, 2008; Somers e Clemente, 2009). 
 A dor neuropática central normalmente resulta de injúria na 
medula espinhal, infarto ou esclerose múltipla (Ducreux et al., 2006). 
Por outro lado, a dor neuropática periférica resulta de lesões no sistema 
nervoso periférico, as quais podem ser causadas por trauma mecânico, 
químicos neurotóxicos, infecções, e numerosas patologias de curso 
crônico, incluindo as doenças neurodegenerativas do envelhecimento, 
câncer, doenças cardiovasculares, doenças reumáticas e diabetes 
mellitus (Woolf e Mannion, 1999; Dworkin et al., 2003). 
 Neste sentido, a dor neuropática é uma condição 
neurodegenerativa que envolve aproximadamente 50% das pessoas 
acometidas pelo DM (Wild et al., 2004; Yang et al., 2010). É 
caracterizada por sensações de ardência e “agulhadas”, as quais se 
intensificam nos períodos noturnos e impedem o sono dos pacientes 
(Uccioli et al., 1995). É considerada um fator de risco para o 
desenvolvimento de ulcerações nos pés e infecções, por isso está muito 
relacionada com eventuais amputações dos membros inferiores (Cheer 
et al., 2009). Contudo, os mecanismos envolvidos na etiologia e 
patogênese dos sintomas dolorosos induzidos pela dor neuropática não 
estão completamente elucidados. Alguns estudos reportam o 
envolvimento do aumento no fluxo da via do poliol, microangiopatia do 
nervo, baixa disponibilidade de alguns fatores de crescimento, estresse 
oxidativo, entre outros (Zochodne, 2007; Tomlinson e Gardiner, 2008a; 
Obrosova, 2009), mas atualmente esta condição é considerada 
progressiva e irreversível (Obrosova, 2009). 
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 Por muitos anos, cientistas tem procurado por mensageiros 
químicos que agem como mediadores na via de sinalização indutora da 
sensação de dor. Neste sentido, tem se dado grande importância a 
molécula 5,6,7,8-tetrahidrobiopterina (BH4), e seu envolvimento nos 
processos de nocicepção (Tegeder et al., 2006). A BH4 é cofator 
obrigatório para a atividade biológica das enzimas fenilalanina 
hidroxilase, tirosina hidroxilase e triptofano hidroxilase (Kaufman, 
1963), e também de todas as isoformas da óxido nítrico sintase (NOS; 
NOS-1 ou neuronal, NOS-2 ou induzível, NOS-3 ou endotelial), 
enzimas que participam na biossíntese de neurotransmissores (Mayer et 
al., 1990; Werner et al., 1998). A NOS é responsável pela produção de 
óxido nítrico (ON), o qual está envolvido em processos de inflamação, 
carcinogênese, envelhecimento e neurotoxicidade, em condições em que 
sua produção é persistente e descontrolada (Weinberg, 1998). 
 A molécula BH4 é sintetizada por três vias (Figura 8). A 
biossíntese de novo da BH4 ocorre a partir de guanosina trifosfato 
(GTP) e requer a participação de três enzimas. A primeira, GTP 
ciclohidrolase (GTPCH), converte o GTP em 7,8-dihidroneopterina 
trifosfato. Este composto é posteriormente convertido em 6-piruvoil 
tetrahidrobiopterina pela enzima 6-piruvoil tetrahidrobiopterina sintase 
(PTS) e, finalmente, a sepiapterina redutase (SR) catalisa a conversão de 
6-piruvoil tetrahidrobiopterina em BH4 (Thony et al., 2000). A BH4 
pode ser produzida também através de uma via de reciclagem, onde a 
molécula de BH4 cede um par de elétrons para alguns aminoácidos 
(fenilalanina, tirosina e arginina), e concomitantemente é oxidada em 
7,8-dihidrobiopterina (BH2), a qual é reciclada em BH4 a partir da 
enzima quinonoide dihidrobiopterina redutase (QDPR) e/ou 
dihidrofolato redutase (DHFR) (esta agindo principalmente no fígado) 
(Thony et al., 2000; Longo, 2009). 
 Em condições fisiológicas, o metabolismo da BH4 é 
enzimaticamente regulado para manter o adequado balanço 
homeostático desta molécula. Algumas doenças mutifatoriais de curso 
crônico, como por exemplo aterosclerose e o DM, apresentam um 
comprometimento nas  concentrações intracelulares de BH4 (Channon, 
2004). Além disso, mutações genéticas nas enzimas que participam do 
metabolismo da BH4, geralmente levam a diminuição na concentração 
de aminas biogênicas, como por exemplo a serotonina no líquido 
cefalorraquidiano e, em alguns casos, ao aumento nas concentrações de 
fenilalanina, síndrome conhecida como hiperfenilalaninemia ou 
fenilcetonúria (Thony e Blau, 2006). Neste sentido, a deficiência de 
serotonina, norepinefrina e/ou dopamina e ainda altas concentrações de 
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fenilalanina no cérebro durante o desenvolvimento, podem ocasionar 
distúrbios cognitivos, como retardo mental (Neville et al., 2005; Longo, 
2009) e ainda desordens motoras, como distonia e tremores (Nagatsu e 
Ichinose, 1996; Furukawa et al., 1998). 
 
 
 
 
 
Figura 8. Vias de síntese da tetrahidrobiopterina (BH4). A BH4 pode ser 
sintetizada por três vias metabólicas distintas, a via de síntese de novo, a via de 
salvação e a via de reciclagem. GTP: guanosina trifosfato, GTPCH: GTP 
ciclohidrolase, PTS: 6-piruvoil tetrahidrobiopterina sintase, SR: sepiapterina 
redutase, AR: aldose redutase, CR: carbonil redutase, DHFR: dihidrofolato redutase, 
PCBD: pterina-4α-carbinolamina desidratase, QDPR: quinonoide-dihidrobiopterina 
redutase, NOS-1: óxido nítrico sintase neuronal, NOS-2: óxido nítrico sintase 
induzível, NOS-3: óxido nítrico sintase endotelial, TyrOH: tirosina hidroxilase, 
TrpOH: triptofano hidroxilase e PheOH: fenilalanina hidroxilase (Adaptado de 
Costigan et al., 2012). 
 
 
 No entanto, a deficiência de SR é uma doença autossômica 
recessiva (Bonafe et al., 2001) que apresenta distúrbios mentais, 
posturais, de movimento (Blau et al., 2001) e ainda distúrbios do sono 
(Leu-Semenescu et al., 2009), e a diferença de todas as outras alterações 
metabólicas acima descritas, é que não cursa com hiperfenilalaninemia 
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(Bonafe et al., 2001). Este fato levou ao descobrimento de uma nova via 
de produção de BH4 denominada de via de salvação (Figura 8). Nesta 
via, a 6-piruvoil tetrahidrobiopterina pode ser transformada por um 
grupo de enzimas inespecíficas denominadas de aldoses / carbonil 
redutases ou pela sepiapterina redutase, em intermediários instáveis (1’-
hidroxi-2’-oxo tetrahidropterina ou também chamado de 6-lactoil 
tretrahidropterina) que favorecem a formação direta de BH4 ou a 
formação não enzimática de sepiapterina, e desta em BH2 que será 
convertida em BH4 pela DHFR (Blau et al., 2001).  
 Neste contexto, muitos estudos vem demonstrando a relação 
entre o desenvolvimento da dor inflamatória e neuropática com um 
aumento na produção de BH4. Lötsch e colaboradores (2007) 
demonstraram a existência de um polimorfismo em seres humanos,  o 
qual regula a enzima GTPCH e modula as concentrações de BH4 em 
resposta a dor crônica. O efeito deste haplótipo é dependente do tipo de 
dor. Por exemplo, a dor nociceptiva é menos alterada do que a dor 
inflamatória, sendo a dor neuropática a mais afetada. Segundo Tegender 
e colaboradores (2006), ratos acometidos por inflamação e injúria do 
nervo ciático, apresentam um aumento na síntese de BH4 em neurônios 
sensoriais. Ainda, o bloqueio na síntese de BH4 através da inibição das 
enzimas responsáveis pela sua síntese, GTPCH e/ou SR, causam 
diminuição da nocicepção tanto inflamatória como neuropática. Em 
contraste, a administração intratecal de BH4 em animais sadios causa 
aumento na sensibilidade a dor inflamatória e neuropática. 
 Em contrapartida, em condições de estresse oxidativo 
decorrente do estado de hiperglicemia crônica há uma diminuição nas 
concentrações de BH4 em células endoteliais (Meininger et al., 2000; 
Ding et al., 2004; Xu et al., 2007), visto que esta molécula é oxidada em 
BH2. A BH2, a qual não possui atividade de cofator, é estruturalmente 
semelhante à BH4 e por isso possui afinidade no sítio de ligação da 
NOS-3, permitindo-lhes competir pela ligação na enzima (Landmesser 
et al., 2003; Crabtree e Channon, 2011). Como consequência, o 
acoplamento de BH2 com a NOS-3 gera a produção do ânion 
superóxido concomitante com a formação de ON, agravando o estresse 
oxidativo e causando disfunção endotelial (Channon, 2004), fenômeno 
este conhecido como “desacoplamento da NOS-3” (Vasquez-Vivar et 
al., 1998; Crabtree e Channon, 2011; Kietadisorn et al., 2012). Neste 
contexto, a relação BH4/BH2 diminui em vários tecidos em condições 
de DM, sendo um  indicativo  do comprometimento da NOS-3 (Shankar 
et al., 2000; Duplain et al., 2001).  
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1.7 EPIGENÉTICA E O DM 
 
 Estudos clínicos com mais de 6.000 pacientes examinados 
durante vinte anos demonstraram que o melhor controle glicêmico 
poderia evitar as complicações tanto micro quanto macrovasculares 
causadas pelo DM (Nathan et al., 2005; Ihnat et al., 2006; Ceriello et al., 
2009). Também foi observado que os efeitos deletérios causados pela 
hiperglicemia são vistos logo nos primeiros anos da doença e podem 
persistir por um longo período, ainda que os níveis glicêmicos estejam 
controlados (The Diabetes Control and Complications Trial Research 
Group, 1993; The Action to Control Cardiovascular Risk in Diabetes 
Study Group, 2008). Neste cenário, como citado anteriormente, surge o 
conceito de “memória metabólica”, onde a hiperglicemia como 
consequência da falha na sinalização da insulina induziria efeitos 
deletérios de longa duração, os quais não poderão ser revertidos a menos 
que o controle glicêmico seja iniciado nos estágios mais precoces da 
doença (Nathan et al., 2005; Ihnat et al., 2006; Ceriello et al., 2009). 
Estas alterações nas fases iniciais do DM parecem estar relacionadas 
com mudanças epigenéticas favorecendo a modulação patológica da 
expressão de determinados genes (Kuroda et al., 2009), provocando 
desta forma danos irreversíveis no organismo mesmo que a glicemia 
seja controlada. 
 O termo epigenética foi introduzido primeiramente por Conrad 
Waddington no ano de 1940 para descrever as interações dos genes com 
o ambiente e sua responsabilidade pela expressão do fenótipo. Assim, o 
termo epigenética se refere a mudanças na expressão gênica herdadas, 
mitótica ou meioticamente, as quais não envolvem mudanças na 
sequência de DNA (Jirtle e Skinner, 2007). A complexa interação entre 
as variadas formas de controle epigenético deu origem ao termo “código 
epigenético”, que por sua vez modula o “código genético” em resposta a 
estímulos endógenos e/ou ambientais (Sawan et al., 2008).  
 Assim, a correta manutenção do “código epigenético” 
representa um importante mecanismo na manutenção do perfil da 
expressão gênica celular, durante sucessivas mitoses ou ainda, entre 
várias gerações. Por outro lado, um desequilíbrio do mecanismo 
epigenético pode promover o desenvolvimento de um fenótipo anormal 
e ainda o aparecimento de eventos genéticos,  como por exemplo, 
quebras da dupla fita de DNA, mutação e instabilidade cromossômica 
que podem contribuir para o aparecimento de inúmeras desordens 
(Sawan et al., 2008). Entre os vários mecanismos epigenéticos 
conhecidos até o momento, pode-se destacar as modificações pós-
 
 
55 
traducionais das histonas, os RNAs não codificantes e a metilação de 
citosinas que precedem guanina no DNA, sendo a metilação do DNA 
uns dos mais estudados (Tost, 2010).  
 A metilação do DNA consiste em uma modificação covalente 
onde um grupamento metil (CH3) é transferido da S-adenosilmetionina 
(SAM) para o carbono 5’ de uma citosina, formando a 5-metilcitosina 
(5-meC) pela ação de enzimas conhecidas como DNA metiltransferases 
(DNMT) (Sawan et al., 2008) (Figura 9). 
 
 
 
 
 
Figura 9. Esquema representativo  da conversão do nucleotídeo citosina para 5-
metilcitosina por ação de DNA metiltransferases (DNMT) (Gibney e Nolan, 2010). 
 
 
 Em organismos eucariotos, a metilação do DNA ocorre 
predominantemente em regiões repetitivas do genoma que possui 
abundância de resíduos dinucleotídeos CpG (citosina que precede uma 
guanina).  Por outro lado, eventos de metilação em sítios não CpG são 
observados em células tronco embrionárias (Scarano et al., 2005; Klose 
e Bird, 2006). Em geral, os dinucleotídeos CpG são relativamente raros 
no genoma dos mamíferos, e ocorrem normalmente em regiões densas 
chamadas ilhas CpG. Estas regiões variam entre 0,5 kb e 4 kb em 
comprimento, e são encontradas principalmente em regiões promotoras 
de genes funcionais (Johnson e Belshaw, 2008). Aproximadamente 88% 
das regiões promotoras ativas estão associadas com sequências ricas em 
CpG, assim estas podem ser reguladas por eventos de metilação do 
DNA (Tost, 2010). As ilhas CpG associadas tanto aos genes de 
manutenção como aos genes tecido específico, não se encontram 
metiladas em qualquer estágio de desenvolvimento, exceto, quando 
associadas a genes sujeitos a inativação do cromossomo X e certos 
genes de imprinting (Shen et al., 2007). Entretanto, existem sequências 
genômicas repetitivas em células normais que são densamente metiladas 
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para proteger a integridade do cromossomo, evitando a reativação de 
elementos transponíveis também chamados de transposons (Mulero-
Navarro e Esteller, 2008). 
 
 
1.7.1 Metilação do DNA e sua relação com o DM e doenças 
neurodegenerativas 
 
 Nos últimos anos, tem sido proposto que alterações no padrão 
de metilação na região do gene promotor da insulina estaria relacionada 
com alterações na regulação da transcrição gênica nas células β 
pancreáticas. Estas alterações parecem ainda estar intimamente 
relacionadas com os mecanismos patofisiológicos do DM (Kuroda et al., 
2009; Todd, 2010; Fradin et al., 2012).  
 Neste sentido, a metilação do DNA é uma das principais 
modificações epigenéticas que controlam a expressão de genes em 
estados fisiológicos e patológicos. Estas alterações no perfil de 
metilação do DNA podem ocorrer durante o envelhecimento e em 
estados patológicos como no câncer e doenças metabólicas, como é o 
caso do DM (El-Osta et al., 2008; Barres e Zierath, 2011). Nestes casos, 
geralmente é observado uma hipometilação global concomitante com a 
hipermetilação de algumas ilhas CpG distribuídas em sequências 
repetitivas, bem como em alguns genes transcricionalmente relevantes 
(Fraga et al., 2005). Como consequência, a hipometilação genômica 
desencadeia uma instabilidade cromossômica, permitindo a ocorrência 
de mutações mais facilmente, e a superexpressão de protooncogenes. 
Além disso, a hipermetilação gene-específica pode levar ao 
silenciamento de muitos genes responsáveis pelo controle do ciclo 
celular, causando apoptose (Burzynski, 2005). 
 Neste cenário, cerca de 55% do genoma humano é constituído 
por elementos repetitivos (Lander et al., 2001). O elemento repetitivo 
LINE-1 é uma sequência repetitiva que está dispersa ao longo de 
aproximadamente 17% do todo genoma humano, com aproximadamente 
500.000 repetições (Cordaux e Batzer, 2009). Devido a alta 
representação em todo o genoma e a forte metilação em tecido normal, o 
LINE-1 tem sido utilizado como um marcador substituto para a 
estimativa dos níveis de metilação do DNA global (Yang et al., 2004; 
Shen et al., 2007). Entretanto, eventos de hipometilação nestes 
elementos transponíveis do genoma estão diretamente associados a uma 
maior instabilidade genômica, bem como alterações ou desregulação da 
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expressão gênica, permitindo a ocorrência de mutações mais facilmente 
(Burzynski, 2005). 
 Ainda, estudos recentes apontam o fator de transcrição 
silenciador do elemento 1 (REST) como um fator protetor de neurônios 
durante o envelhecimento (Schoenherr and Anderson, 1995; Ballas et 
al., 2005; Lu et al., 2014). Este fator de transcrição é um repressor de 
genes neuronais expresso durante o desenvolvimento embrionário. Após 
este período, a expressão de REST é silenciada e permanece nestas 
condições durante toda a fase adulta. Estudos recentes de Lu e 
colaboradores (2014) apontam que durante o envelhecimento, o REST é 
novamente expresso e está muito associado com a preservação de 
funções cognitivas e o aumento da longevidade, sendo considerado um 
“fator protetor de neurônios”. Estas evidências estão baseadas em 
estudos que demonstraram que pacientes idosos acometidos pela doença 
de Alzheimer apresentam uma deficiência deste fator de transcrição em 
relação a pacientes idosos que não possuem alguma doença 
neurodegenerativa comprovada. Dessa forma, o estado de ativação de 
REST, durante o envelhecimento, poderia distinguir fenômenos de 
neuroproteção e/ou de neurodegeneração no cérebro (Lu et al., 2014). 
 Contudo, condições de resistência à insulina e/ou síndrome 
metabólica, obesidade e DM, podem ser responsáveis pelo 
comprometimento cognitivo moderado em pacientes acima de 45 anos, 
aumentando o risco de desenvolver DA, e também contribuindo para a 
aparição e o agravamento dos sintomas da DP (Cereda et al., 2012), 
sendo que a gravidade destas complicações depende do tempo da 
existência do DM e principalmente da qualidade do controle glicêmico, 
visto que pequenos picos de glicose sanguínea estariam contribuindo 
para as alterações epigenéticas (Gispen e Biessels, 2000). Em função 
disso, pacientes que apresentam DM e DP demonstram um alto risco de 
demência, acelerando a progressão de sintomas motores e cognitivos 
(Schwab, 1960; Figlewicz et al., 1996; Schernhammer et al., 2011) . Por 
outro lado, aproximadamente 50% dos pacientes afetados pela DP 
apresentam DM, hiperinsulinemia ou tolerância diminuída à glicose 
(Barbeau et al., 1961; Boyd et al., 1971; Lipman et al., 1974) e pacientes 
portadores de DM2 possuem um risco de 36% de desenvolver DP (Hu et 
al., 2007; Xu et al., 2011). Desta forma, parece existir uma forte relação 
entre hiperglicemia crônica e a predisposição ao desenvolvimento das 
doenças neurodegenerativas. Esta forte relação se deve a perda da 
solubilidade e agregação proteica, aumento na formação de AGEs e o 
desenvolvimento de estresse oxidativo e inflamação, aumento na 
glicação de proteínas chaves do metabolismo e, principalmente, às 
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alterações epigenéticas (Sandyk, 1993; Pressley et al., 2003; Holscher e 
Li, 2010; Munch et al., 2012). 
 Neste cenário, hipotetizamos que durante condições de 
hiperglicemia crônica, proteínas chaves no metabolismo energético 
seriam alvos celulares dos oxidantes, MG e/ou AGEs acumulados em 
pacientes com DM, criando dessa forma, um cenário propício de déficit 
energético e mudanças epigenéticas, contribuindo para o 
desenvolvimento de alterações cognitivas, maior predisposição à dor 
e/ou doenças neurodegenerativas, em particular a DP.  
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2 OBJETIVOS 
 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar a predisposição ao desenvolvimento de doenças 
neurodegenerativas e/ou neurológicas durante o estado de hiperglicemia 
crônica. 
 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
1) Avaliar o efeito da hiperglicemia crônica induzida pela 
administração de STZ sobre parâmetros do metabolismo 
energético, oxidativo, alterações epigenéticas e de inflamação 
no SNC; bem como parâmetros comportamentais e marcadores 
de neurodegeneração em ratos Wistar adultos e o efeito da 
normalização da glicemia através da administração de INS 
exógena; 
 
2) Avaliar o efeito in vitro do oxidante MG sobre a fisiologia 
mitocondrial na linhagem celular H19-7 (células precursoras de 
hipocampo) de rato e/ou em cultura primária de astrócitos 
corticais de rato; 
 
3) Investigar biomarcadores metabólicos relacionados com 
parâmetros de bioenergética, estresse oxidativo e inflamação 
em pacientes portadores de Diabetes Mellitus do tipo I e 
Doença de Parkinson; 
 
4) Caracterizar o efeito da modulação da via metabólica da BH4 
como ferramenta para reduzir a hipersensibilidade à 
nocicepção. 
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3 JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 
 
 
 Embora o DM represente um dos principais problemas de saúde 
pública, tanto em número de pessoas afetadas quanto na incapacidade 
para o trabalho, ainda pouco se sabe sobre os efeitos da hiperglicemia 
crônica sobre o SNC e os mecanismos que levam os pacientes a 
apresentar maior disposição ao desenvolvimento de doenças 
neurodegenerativas e/ou neurológicas, como a doença de Alzheimer e, 
principalmente a doença de Parkinson.  
 Neste sentido, sabe-se que a incidência das patologias 
neurodegenerativas parece ser maior nos indivíduos portadores do DM, 
e que a maior parte dos pacientes afetados pela DP que apresentam 
demência, são resistentes à insulina. Interessantemente, os pacientes 
portadores tanto do DM quanto da DP parecem apresentar sintomas 
motores mais graves. Contudo, existem várias evidências de que o DM 
está intimamente relacionado com a progressão da DP, e que estas duas 
doenças compartilham mecanismos comuns a níveis celulares e 
moleculares. 
 Assim, acredita-se que conhecendo os mecanismos celulares e 
moleculares envolvidos nestas enfermidades, será possível tomar 
medidas preventivas mais efetivas ou desenvolver meios terapêuticos 
mais eficazes para que consigam prevenir ou atenuar as complicações 
decorrentes destas patologias crônicas. Além disso, o tratamento mais 
efetivo trará benefícios socioeconômicos inestimáveis que entendemos, 
melhorarão a qualidade de vida dos pacientes, bem como a de seus 
familiares. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 EXPERIMENTOS IN VIVO 
 
4.1.1 Material e métodos referentes ao modelo experimental de 
hiperglicemia  
 
4.1.1.1 Animais 
 
 Foram utilizados ratos Wistar machos de 60 dias de vida 
pesando entre 250-350g provindos do Biotério Central da Universidade 
Federal de Santa Catarina, Florianópolis/SC, Brasil. Os animais foram 
aclimatados no Biotério Setorial do Departamento de Bioquímica da 
mesma Universidade, com temperatura controlada (22 ± 1ºC) e em um 
ciclo claro/escuro de 12 horas. Estes foram mantidos em caixas de 
plástico individuais, com livre acesso à água e à ração comercial para 
roedores (Nuvital/PR, Brasil), com exceção dos períodos em que os 
ratos deveriam permanecer em jejum (6 horas), para as mensurações 
relacionadas à glicose sanguínea. O protocolo experimental foi aprovado 
pelo Comitê de Ética no Uso de Animais – CEUA (PP000350/CEUA) 
da Universidade Federal de Santa Catarina, e foi realizado de acordo 
com o “Guia de Princípios para o uso de Animais em Toxicologia” 
adotado pela sociedade de toxicologia em julho de 1989. Todos os 
esforços foram feitos para minimizar o número de animais utilizados e 
seu sofrimento. 
 
4.1.1.2 Modelo Experimental de DM: Indução de hiperglicemia 
crônica através da administração intraperitoneal (i.p.) de 
estreptozotocina (STZ) 
 
 A hiperglicemia foi induzida por uma única injeção i.p. de 55 
mg/kg de STZ diluída em tampão citrato de sódio (pH 4,5), após um 
período de jejum de 14 horas. Controles foram executados em paralelo, 
os quais receberam somente a injeção i.p. de veículo (tampão citrato de 
sódio, pH 4,5, grupo controle). Após a administração de STZ, os ratos 
receberam  para beber água contendo glicose a 5% durante 24 horas, a 
fim de evitar morte por hipoglicemia. Quatro dias após a administração 
de STZ (ou veículo), com jejum prévio de 6 horas, as concentrações de 
glicose no sangue foram avaliadas utilizando-se um glicosímetro 
(OptiumTM Xceed, Abbot, EUA). Os animais com concentração de 
glicose sanguínea superior a 200 mg/dL (11 mmol/L) foram 
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considerados hiperglicêmicos, e foram divididos em dois grupos, o 
grupo STZ, em que os animais permaneceram hiperglicêmicos durante 
10 e/ou 60 dias, e o grupo STZ + INS, em que os animais receberam por 
via subcutânea (s.c.) 1,5 UI de insulina Novolin® N (Novo Nordisk 
Laboratories, Princeton, NJ, EUA), duas vezes ao dia durante 10 e/ou 60 
dias, a fim de normalizar os níveis de glicose no sangue, como indicado 
no Esquema 1. De modo a assegurar o estrito controle glicêmico 
exercido pela insulina, os níveis de glicose no sangue foram analisados 
quinzenalmente (Remor et al., 2011). 
 
 
 
 
Esquema 1. Desenho experimental. Desenvolvimento de hiperglicemia pela 
administração de estreptozotocina (STZ) em ratos Wistar adultos. Para detalhes, ver 
Material e Métodos. 
 
 
4.1.1.3 Testes comportamentais 
 
 As avaliações comportamentais foram realizadas em 
colaboração com o Laboratório Experimental de Doenças 
Neurodegenerativas (LEXDON) do Departamento de Farmacologia da 
UFSC, coordenado pelo Prof. Rui Daniel S. Prediger. 
 
 
4.1.1.3.1 Caixa de atividade 
 
  Para avaliar alterações locomotoras induzidas pelos diferentes 
tratamentos utilizados, os animais foram submetidos a uma caixa de 
madeira medindo 70 x 30 x 22 cm, seguindo o protocolo descrito por 
Prediger e colaboradores (2007). Esta caixa apresenta três células 
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fotoelétricas instaladas a 3 cm de altura do chão em grade, espaçadas 
igualmente ao longo de sua extensão e acopladas a um contador digital 
que registra o número de vezes que o animal interrompe os feixes de luz 
(cada interrupção do feixe de luz constitui em uma medida de 
atividade). Desta forma, somente os movimentos horizontais dos 
animais foram detectados pelas fotocélulas durante durante um período 
de 30 minutos, com medidas de atividade a cada 5 minutos. 
  
 
4.1.1.3.2 Teste comportamental da esquiva inibitória 
 
  O teste da esquiva inibitória foi realizado em uma caixa de 
acrílico medindo 50 x 25 x 25 cm. Todo o chão do aparelho é gradeado 
com barras metálicas com 1 mm de diâmetro, espaçadas 1 cm entre elas. 
Uma plataforma em acrílico com 10 cm2 de superfície e 2 cm de altura 
está posicionada na lateral do aparelho. O animal foi posto sobre a 
plataforma e a latência de descida foi cronometrada, correspondente às 4 
patas na grade. Na sessão de condicionamento (treino), após a descida, o 
animal recebeu um leve choque nas patas (0.3 mA) durante 2,0 
segundos. Posteriormente, cada animal foi reexposto ao aparato 1,5 e 24 
horas, sem a presença do choque nas patas, para avaliação de memória 
de curta e de longa duração (Roesler et al., 1999). 
 
 
4.1.1.3.3 Teste comportamental do labirinto aquático de Morris 
 
 O labirinto aquático de Morris consiste em um tanque circular 
de cor preta (1,7 m de diâmetro e 80 cm de altura), localizado no interior 
de uma sala com várias pistas visuais fixadas nas paredes. O tanque foi 
preenchido com água até a altura de 60 cm, sendo a temperatura da água 
mantida à temperatura constante (25±2ºC) através de um sistema 
automatizado de resistências. Foram estabelecidas 4 posições de partida 
(Norte, Sul, Leste e Oeste) que dividiam a superfície do labirinto em 4 
quadrantes (Nordeste, Noroeste, Sudeste e Sudoeste). Os animais foram 
submetidos a 4 treinos no labirinto aquático (durante um único dia). Em 
cada treino os animais foram liberados de pontos de partida diferentes 
de forma pseudoaleatória para encontrar a plataforma, que permaneceu 
submersa na mesma posição (Sudeste) durante todo o treinamento. No 
dia do teste (48 h após o treinamento), repetiu-se o procedimento do dia 
de treinamento e o animal foi liberado para nadar até encontrar a 
plataforma ou até um tempo máximo de 60s. Caso o animal não 
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encontrasse a plataforma nesse tempo, ele era levado manualmente até a 
plataforma onde permanecia por 10 s. O tempo de latência até o animal 
encontrar a plataforma foi registrado. Após os 10s, o animal foi retirado 
da plataforma e colocado em uma caixa fora do labirinto aquático por 
20s, sendo que em seguida ele era colocado no próximo ponto de 
partida. Uma câmara de vídeo foi empregada para capturar as imagens 
durante o experimento para posterior análise em sistema 
computadorizado (Castro et al., 2013). 
 
 
4.1.1.3.4 Teste comportamental do labirinto em cruz elevado 
 
 O teste do labirinto em cruz elevado foi utilizado para avaliar o 
comportamento ansiolítico dos animais. O aparato consiste de um 
labirinto de madeira recoberto por fórmica preta composto de dois 
braços abertos (50 x 10 cm) unidos ortogonalmente a dois braços 
fechados (50 x 10 x 40 cm) com paredes forradas de preto, elevados a 
60 cm do solo por um suporte de madeira, modificado de Lister (1987). 
O animal é colocado no centro do aparato voltado para um dos braços 
fechados sendo permitido explorar livremente o aparato durante 5 min. 
O número de entradas (definida pela colocação das quatro patas num 
braço) e o tempo de permanência gasto nos braços abertos e fechados 
foram registrados. A porcentagem do número de entradas nos braços 
abertos e o tempo de permanência nos braços abertos, foram calculados 
pelo número de entradas nos braços abertos dividido pelo número total 
de entradas nos braços (Cruz et al., 1994). 
 
 
4.1.1.4 Parâmetros bioquímicos 
 
 Para a mensuração das atividades enzimáticas dos complexos 
da cadeia respiratória, creatinaquinase, hexoquinase e do consumo de 
oxigênio, o cérebro e os tecidos periféricos (fígado, músculo cardíaco, 
músculo esquelético e rim), foram homogeneizados em dez volumes de 
tampão fosfato de potássio 5mM, pH 7,4, contendo sacarose 300 mM, 
MOPS 5 mM, EGTA 1 mM e albumina sérica bovina 0,1%. 
Posteriormente, o homogeneizado foi centrifugado a 3.000 x g durante 
10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi novamente centrifugado a 17.000 
x g durante 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o pellet 
foi suspendido no mesmo tampão utilizado no processo de 
homogeneização, constituindo uma suspensão rica em mitocôndrias com 
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uma concentração proteica de aproximadamente 20 mg/mL (Latini et 
al., 2005). Para a mensuração da atividade da CK, esta fração 
mitocondrial foi lavada duas vezes com tampão Tris 10 mM, pH 7,5, 
contendo sacarose 0,25 M e posteriormente suspendida em tampão Tris 
100 mM, pH 7,5, contendo MgSO4 9 mM (Hughes, 1962). 
 
 
4.1.1.4.1 Mensuração da atividade das enzimas da cadeia 
respiratória 
 
 A atividade do complexo I  foi mensurada através da redução 
do ferricianeto dependente de NADH em um comprimento de onda de 
420 nm, como previamente descrito por Cassina e Radi (1996). A 
atividade do complexo II foi mensurada através da oxidação do DCIP 
em 600 nm, de acordo com Fischer e colaboradores (1985). O complexo 
IV foi determinado pela mensuração da oxidação do citocromo c lido a 
550 nm (Rustin et al., 1994). A atividade do complexo V foi medido 
através da eficiência da atividade da ATP sintase mitocondrial, de 
acordo com Cassina e Radi (1996). Todos os métodos citados acima 
foram aperfeiçoados e modificados por Latini e colaboradores (2005). 
As atividades dos complexos da cadeia respiratória foram mensuradas 
utilizando-se o espectrofotômetro Varian Cary 50 com temperatura 
controlada (Varian, Inc., Palo Alto, CA, USA) e calculadas como µmol 
ou ηmol. min-1. mg de proteína. 
 
 
4.1.1.4.2 Mensuração da atividade da creatinaquinase 
 
 A atividade da creatinaquinase foi mensurada em homogenato e 
preparações mitocondriais de cérebro e tecidos periféricos baseada na 
formação de creatina de acordo com o método colorimétrico de Hughes 
(1962), com modificações previamente descritas por Glaser e 
colaboradores (2010). Os resultados foram expressos como µmol de 
creatina formada . min-1. mg de proteína. 
 
 
4.1.1.4.3 Mensuração da atividade da hexoquinase 
 
 A atividade da hexoquinase foi determinada em preparações 
mitocondriais utilizando o ensaio enzimático acoplado a atividade da 
G6PDH, monitorando indiretamente a atividade da hexoquinase pela 
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formação de NADH no comprimento de onda de 340 nm. A reação foi 
iniciada pela adição de ATP de acordo com Galina e colaboradores 
(1995). Os resultados foram expressos como µmol. min-1. mg de 
proteína. 
 
 
4.1.1.4.4 Mensuração do consumo de oxigênio mitocondrial 
 
 A análise de respiração mitocondrial de preparações 
mitocondriais foi realizada em um oxígrafo de alta resolução 
(Oxygraph-2k Oroboros® Instruments, Innsbruck, Áustria), a 37ºC, com 
chambers contendo 2 mL. Os ensaios foram realizados utilizando-se 0,1 
mg / mL de proteínas mitocondriais com o mesmo tampão utilizado para 
a preparação de isolado mitocondrial. A análise de respiração 
mitocondrial nas células precursoras de hipocampo (H19-7) foi 
realizada no Seahorse X-24 Analyser, Massachusetts, USA, em um 
meio de reação contendo glutamina 100 mM e glicose na concentração 
de 7 mg/mL, a 37ºC. Os parâmetros avaliados em ambos os 
equipamentos foram os seguintes: 
 
1) Respiração basal: Mensurado através do consumo de oxigênio, 
sem a adição de substratos ou inibidores de respiração; 
2) Produção de ATP (Estado IV de respiração mitocondrial): Este 
estado respiratório está representado pelo consumo de 
oxigênio ocasionado pela transferência de elétrons através da 
cadeia respiratória. Neste estado não há síntese de ATP e 
experimentalmente é analisado o consumo de oxigênio após 
adicionar oligomicina no meio. A oligomicina é um inibidor 
da subunidade Fo da ATP sintase ou complexo V. O efeito 
induzido por esta inibição é caracterizado por uma marcada 
redução no consumo de oxigênio (Nelson e Cox, 2004); 
3) Respiração máxima: Este parâmetro representa o consumo de 
oxigênio observado após adicionar o desacoplador 
mitocondrial FCCP (carbonilcianeto-4-trifluorometoxifenil-
hidraxona). Este composto desacopla a transferência de 
elétrons da fosforilação oxidativa por dissipar os prótons que 
formam o gradiente eletroquímico através da membrana 
mitocondrial (Nelson e Cox, 2004). Este parâmetro indica a 
capacidade máxima mitocondrial em transferir elétrons 
(Gnaiger, 2001); 
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4) Produção de EROs extramitocondrial: Indica o consumo de 
oxigênio não proveniente da respiração mitocondrial, 
representado pela redução incompleta do oxigênio em espécies 
reativas. A produção de EROs é observada após adicionar 
rotenona, que inibe o complexo I da CR, e antimicina A, 
inibidor do complexo III. Desta forma, com a cadeia 
transportadora de elétrons inibida, o oxigênio que está sendo 
consumido não é devido a passagem de elétrons pela CR 
(Gnaiger, 2001); 
5) Capacidade de controle respiratório (RCR; respiração máxima 
/ estado IV): Índice utilizado para determinar a contribuição 
dos diferentes estados respiratórios. É calculado utilizando a 
respiração máxima e o estado IV da respiração (Sjovall et al., 
2010). 
 
 
4.1.1.4.5 Mensuração de grupamentos tiólicos não proteicos 
(NPSH) 
 
 Os grupamentos NPSH, representados pela glutationa (90%), 
foram determinados conforme descrito por Ellman (1959). Uma alíquota 
de ácido tricloroacético 20% foi adicionada a uma alíquota de mesmo 
volume de amostra de plasma e centrifugados a 10.000 x g, durante 10 
min, a 4ºC. Após, uma alíquota do sobrenadante foi diluída em 800 mM 
de tampão fosfato de sódio, pH 7,4 e adicionado 500 µM de DTNB 
(5,5’-ditio bis-2-ácido nitrobenzóico). A absorbância da cor formada foi 
determinada a 412 nm após 10 minutos. Os resultados foram expressos 
em ηmol. min-1. mg de proteína. 
 
 
4.1.1.4.6 Mensuração de substâncias reativas ao ácido 
tiobarbitúrico (TBARS) 
 
 O TBARS foi determinado no plasma em uma reação contendo 
ácido tiobarbitúrico na presença de calor conforme descrito por 
Esterbauer e Cheeseman (1990). Após incubação a 100ºC, a absorbância 
da cor formada foi  determinada a 532 nm. Os resultados foram 
expressos em ηmol. min-1. mg de proteína. 
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4.1.1.4.7 Mensuração de BH4 em líquido cefalorraquidiano 
 
 A concentração de BH4 foi determinada  em líquido 
cefalorraquidiano previamente precipitado com um volume de TCA 5% 
contendo 1 mg/mL de DTE e DETAPAC. As amostras foram 
centrifugadas a 14.000 x g, durante 10 min, a 4ºC. Vinte microlitros do 
sobrenadante foram utilizados para análise por cromatografia líquida de 
alta resolução por fase reversa (Alliance, e2695, Waters, Milford, EUA), 
utilizando-se a fase móvel contendo 50 ηM de acetado de sódio, 5 mM 
de ácido cítrico, 48 µM de EDTA e 160 µM de DTE. A identificação e 
quantificação foi detectada por um detector eletroquímico (módulo 
2465, Waters, Milford, EUA) (Howells et al., 1986). 
 
 
4.1.1.4.8 Mensuração de neopterina em plasma 
 
 A determinação de neopterina foi realizada em plasma 
previamente precipitado com um volume de TCA 5%. As amostras 
foram centrifugadas a 14.000 x g, durante 10 min, a 4ºC. Vinte 
microlitros do sobrenadante foram utilizados para análise por 
cromatografia líquida de alta resolução por fase reversa (Alliance, 
e2695, Waters, Milford, EUA) utilizando-se a fase móvel contendo 50 
ηM de acetato de sódio, 5 mM de ácido cítrico, 48 µM de EDTA e 160 
µM de DTE. A identificação e quantificação foi detectada por um 
detector de  fluorescência (módulo 2475, Waters, Milford, EUA) em um 
comprimento de onda com excitação de 350 nm e emissão de 430 nm 
(Ormazabal et al., 2005). O tempo de retenção da neopterina foi de 2,9 
minutos em uma corrida com tempo total de 5 minutos. Os valores 
foram expressos em  ηmol . L-1 (de Lucas et al., 2014). 
 
 
4.1.1.4.9 Mensuração da formação de AGEs 
 
 A formação de compostos de Maillard ou proteínas oxidadas 
por MG (AGEs) foi determinada conforme descrito por Biemel e 
colaboradores (2001). O plasma foi diluído 4 vezes em PBS e a detecção 
dos compostos foi realizada por fluorescência com o comprimento de 
excitação de 440 nm e de emissão de 370 nm, utilizando o 
espectrofotômetro de fluorescência (Tecan GmbH M200, 
Grödig/Salzburg, Austria). 
 
 
 
69 
4.1.1.4.10 Análise de proteínas por Western Blot 
 
 O córtex cerebral foi  homogeneizado em cinco volumes (1:5, 
v/v) de tampão de homogeneização (Tris 50 mM pH 7,0 contendo 
EDTA 1 mM, NaF 100 mM, PMSF 0,1 mM, Na3VO4 2 mM, Triton X-
100 a 1%, glicerol a 10% e coquetel inibidor de protease [Sigma]). Em 
seguida, as amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, durante 10 min, a 
4ºC e o sobrenadante foi coletado e diluído em 1 volume (1:1, v/v) de 
tampão Tris 100 mM, pH 6,8 contendo EDTA 4 mM e SDS a 8%. Após, 
as amostras foram aquecidas a 100ºC durante 5 minutos e o tampão de 
diluição (Tris 100 mM, com 40% de glicerol e azul de bromofenol, pH 
6,8), numa proporção 25:100 (v/v), e β-mercaptoetanol (na concentração 
final de 8%), foram adicionados nas amostras. 
 As proteínas foram isoladas através de SDS-PAGE 
(eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sódio 
[SDS]) utilizando gel de separação de acrilamida com concentração de 
10% e gel de entrada a 4%. A eletroforese foi realizada com corrente 
fixa de 40 mA e voltagem máxima de 150 mV durante 
aproximadamente 2 horas. Após a corrida, os géis foram submetidos ao 
processo de eletrotransferência e transferidos para membranas de 
nitrocelulose usando um sistema semi-dry (1,2 mA/cm2; 1,5 h) como 
descrito por Bjerrum e Heegaard (1988). Para verificar a eficiência do 
processo de transferência, as membranas foram coradas com Ponceau S. 
 Após, as membranas foram bloqueadas com 5% de leite 
desnatado em TBS (Tris 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,5). A 
creatinaquinase foi detectada após incubação overnight (4ºC) com 
anticorpo específico para esta proteína diluído em TBS-T (Tris 10 mM, 
NaCl 150 mM, Tween-20 0,1%, pH 7,5) contendo 1% de albumina 
sérica bovina (BSA) na diluição de 1:250 (Santa Cruz Technology). 
Para a detecção dos complexos imunes, as membranas foram incubadas 
por 1 hora com anticorpo secundário anti-coelho (conjugado à 
peroxidase) e reveladas em filme radiográfico, após a emissão de 
quimioluminescência induzida por reagentes adicionados a membrana 
de nitrocelulose (LumiGLO), de acordo com as recomendações do 
fabricante. As membranas foram incubadas com o anticorpo anti-β-
actina (1:2000) para verificar se a mesma quantidade de proteínas foi 
aplicada no gel. Todos os passos de bloqueio e incubação foram 
seguidos por três lavagens (5 minutos) com TBS-T. As bandas 
imunorreativas foram quantificadas usando o software Scion Image® 
(Lopes et al., 2012). 
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4.1.1.5 Parâmetros histológicos 
 
4.1.1.5.1 Imunomarcação para o conteúdo de proteínas oxidadas 
por MG e caspase-3 na forma clivada 
 
 Após o término dos diferentes tratamentos in vivo, os animais 
foram perfundidos com solução de paraformaldeído 4%. Posteriormente, 
o cérebro foi removido e imediatamente imerso nesta solução por 24 
horas (processo de fixação), e desidratado em série alcoólica crescente 
(1 hora em cada solução alcoólica: 70%, 80%, 90% e 100%, este último 
por duas vezes). Posteriormente, as peças foram imersas em solução 
alcoólica contendo xilol durante vinte minutos, diafanizadas em xilol e 
incluídas em parafina em moldes apropriados. Após solidificação, os 
blocos de parafina foram removidos dos moldes, aparados e acoplados 
ao micrótomo rotativo. Os cortes foram realizados na espessura de 7 
µm. Foi realizada imunofluorescência para verificar o conteúdo de 
proteínas oxidadas por MG no córtex cerebral, utilizando o anticorpo 
primário monoclonal anti-metilglioxal (JaICa®) em uma diluição de 
1:400 e o anticorpo secundário Alexa Fluor 633 anti-camundongo 
(diluição 1:1000). Para a imunohistoquímica da proteína caspase-3 na 
forma clivada, foi utilizado o anticorpo policlonal anti-caspase 3 clivada 
(Cell Signaling®) na diluição de 1:400 e o anticorpo secundário 
biotinilado conjugado com peroxidase. A revelação da marcação foi 
realizada com DAB (3,3’-diaminobenzidina) (DakoCytomation®) e 
contracorado com hematoxilina de Harris. Os tecidos dos grupos 
controle e dos grupos STZ e STZ + INS foram colocados na mesma 
lâmina, dessa forma sendo processados sob as mesmas condições. As 
imagens foram realizadas nas cinco camadas do córtex em microscópio 
de fluorescência Olympus modelo BX41 para o conteúdo de proteínas 
oxidadas por MG e em Eclipse 50i light (Nikon) para a 
imunohistoquímica da proteína caspase-3 na forma clivada. A análise 
foi realizada em 5-8 campos aleatórios, através da análise de densidade 
óptica, utilizando-se o software ImageJ®, e os dados foram expressos 
através da média de densidade óptica. 
 
 
4.1.1.5.2 Análise da localização subcelular da  α-sinucleína por 
microscopia imunoeletrônica 
 
 A localização subcelular da α-sinucleína no hipocampo foi 
determinada por microscopia imunoeletrônica conforme destrito por 
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Sabatino e colaboradores (2013). O hipocampo foi embebido em LR-
White (London Resin Corporation, Berkshire, UK) e foram realizadas 
fatias com espessura de 70-90 nm com o auxílio de uma lâmina de 
diamante no ultramicrótomo JEOL JUM-7 (Nikon, Tokyo, Japan). 
Após, as fatias foram incubadas com o anticorpo primário anti- α-
sinucleína (Proteintech Group, Inc. Chicago, IL, USA. Catálago 
número: 10842-1-AP) em uma diluição de 1:50 por um período 
overnight. A imunorreatividade foi marcada com o anticorpo secundário 
anti-coelho conjugado com partículas de ouro coloidal de 15 nm, em 
uma diluição de 1:30 (Electron Microscopy Sciences; Hatfield, USA). 
Para validar a especificidade da imunorreatividade, foram realizados 
controles negativos utilizando-se BSA 1% m/v no lugar do anticorpo 
primário. Por fim, os cortes foram contrastados com uma solução 
aquosa saturada de acetato de uranila e examinadas no microscópio 
eletrônico Zeiss LEO 906-E, equipado com uma câmera digital 
Megaview III (Oberkochen, Germany). 
 
 
4.1.1.6 Parâmetros moleculares 
 
4.1.1.6.1 Determinação da expressão gênica da CK, REST e REST-
4 por reação em cadeia da polimerase via transcriptase reversa em 
tempo real (RT-PCR) 
 
 O RNA total foi isolado a partir de córtex cerebral e hipocampo 
dos grupos controle, STZ e STZ + INS, como indicado pelo fabricante 
do produto TRI Reagent (Sigma). A concentração e pureza do RNA 
extraído foram determinadas através de um espectrofotômetro 
NanoDrop, a 260 nm e a 280 nm. O cDNA foi construído a partir de 1 
µg de RNA, utilizando-se o kit “M-MLV Reverse Transcriptase” 
(Sigma). A reação foi realizada em microtubo de 0,2 mL contendo o 
tampão da enzima M-MLV transcriptase reversa, 0,1 M DTT, RNAse 
OUT, Oligodt, 10 mM dNTP e a enzima M-MLV transcriptase reversa 
(e quantidade de água suficiente para completar 20 µL). Os microtubos 
foram colocados para reação em um Termociclador Eppendorf, de 
acordo com o seguinte protocolo: 25ºC por 10 minutos, 37ºC durante 50 
minutos e 4ºC por 10 minutos, seguindo as instruções do manual do 
produto e como descrito previamente por Jiang e colaboradores (2006). 
 A reação foi realizada utilizando o kit “SYBR Green PCR 
Master Mix” (Applied Biosystems), contendo cerca de 10-100 ηg de 
cDNA, em um volume final de 15 µL e na presença de 0,3 µM de 
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primers dos tipos forward ou reverse. Foram utilizados primers 
específicos para proteína envolvida no metabolismo energético (CK) e 
relacionados com epigenética (REST e REST-4), conforme descritos na 
tabela a seguir: 
 
Proteína Primer sequência forward Primer sequência reverse 
β-actina 5’GCGTCCACCCGCGAGTACAAC3’ 5’CGACGACGAGCGCAGCGATA3’ 
CK 5’CGACTGGCCGGATGCTCGTG3’ 5’GGTGCCCAGGTTGGATGGGC3’ 
REST 5’AGCGAGTACCACTGGAGGAAACA3’ 5’AATTAAGAGGTTTAGGCCCGTTG3’ 
REST-4 5’AGCGAGTACCACTGGAGGAAACA3’ 5’ATACCCAGCTAGATCACACT3’ 
 
Tabela 1. Sequência de primers utilizados para a reação de RT-PCR em tempo real 
 
 Os primers utilizados foram desenhados utilizando o programa 
“BLAST” disponível em http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, de 
acordo com os exons específicos para cada proteína. As reações foram 
realizadas num equipamento ABI PRISM 7900HT (Applied 
Biosystems), instalado no Laboratório Multiusuário de Estudo em 
Biologia (LAMEB), CCB, UFSC. A reação foi realizada com o seguinte 
protocolo: 50ºC por 2 minutos, 95ºC por 10 minutos, seguido de 40 
ciclos de 95ºC por 10 minutos e 60ºC por 1 minuto, como descrito 
previamente (Jiang et al., 2006). Os resultados foram analisados 
utilizando o software Sequence Detection Systems versão 2.4. Os dados 
foram normalizados pela expressão do gene constitutivo β-actina, 
empregado como padrão (housekeeping gene). Os dados foram 
expressos em conteúdo relativo de mRNA em relação ao grupo controle. 
 
 
4.1.1.6.2 Determinação do padrão de metilação do DNA  
 
 Estes experimentos foram realizados em colaboração com o 
grupo de pesquisadores da Profa. Dra. Ana Paula de Souza Pardo e Dr. 
Rodrigo Augusto da Silva do Departamento de Morfologia da Faculdade 
de Odontologia de Piracicaba – UNICAMP. 
 
 
a) Obtenção do DNA 
 
 As estruturas cerebrais foram homogeneizadas em tampão de 
extração contendo 10 mM Tris HCl, 5 mM EDTA, 0,5% SDS, pH 7,8 e 
armazenadas a -20ºC. O DNA genômico (gDNA) foi extraído pela 
digestão com proteinase K (20 mg/mL), seguida pelo método de 
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fenol/clorofórmio/álcool isoamílico (Trevilatto e Line, 2000). A 
quantidade e pureza do gDNA extraído foram estimadas em aparelho de 
espectrofotometria, utilizando as razões OD 260/280 (≥ 1,8) e OD 
260/230 (≥ 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Uniscience).  
 
 
b) Metilação global do DNA 
 
 A metilação global do DNA foi avaliada pela digestão do DNA 
genômico (gDNA) pelas enzimas HpaII e MspI, as quais possuem o 
mesmo sítio de restrição (CCGG). No entanto, apenas a enzima HpaII é 
sensível à metilação da molécula do DNA.  As reações de digestão 
foram realizadas a 37ºC por 16 horas contendo 300 ng de gDNA para 1 
unidade de enzima em reações separadas. Após o término das digestões, 
as enzimas foram inativadas por 20 minutos a 65ºC e armazenadas a -
20ºC. Como controle das reações, o gDNA foi incubado juntamente com 
as digestões das enzimas HpaII e MspI, mas somente com o tampão da 
reação enzimática. Para a determinação da porcentagem de metilação 
global, as amostras foram submetidas à eletroforese em gel de agarose a 
0,8% contendo Gel Red. O valor da porcentagem de metilação global 
das amostras foi determinado pelo resultado obtido entre a diferença de 
intensidade da banda referente a digestão do gDNA pela enzima HpaII 
(sensível a metilação) e da intensidade da banda referente à digestão da 
enzima MspI (não sensível a metilação), multiplicado por 100 e dividido 
pela intensidade da banda referente ao gDNA intacto (não digerido) 
[(DNA digerido pela HpaII – DNA digerido pela MspI) X 100 / gDNA 
intacto] (Molognoni et al., 2011). Os valores referentes as intensidades 
das bandas foram obtidos através de análises densitométricas utilizando-
se o software Scion Image.  
 
 
4.1.1.6.3 Determinação da metilação do promotor do REST e LINE-
1 pelo método de COBRA 
 
 Estes experimentos foram realizados em colaboração com o 
grupo de pesquisadores da Profa. Dra. Ana Paula de Souza Pardo e Dr. 
Rodrigo Augusto da Silva do Departamento de Morfologia da Faculdade 
de Odontologia de Piracicaba – UNICAMP. 
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a) Transformação por Bissulfito de Sódio 
 
 As amostras de gDNA extraídas foram submetidas ao 
tratamento com bissulfito de sódio, utilizando-se o kit comercial 
MethylSEQr® Bissulfite Conversition (Life, Applied Biosystems), 
seguindo as especificações do fabricante. O gDNA (300 ng) 
transformado foi ressuspendido em 50 µL de tampão TE (pH 7.6) e 
armazenados a 4 °C. 
 
 
b) Amplificação por reação da polimerase em cadeia (PCR) 
 
 As reações da polimerase em cadeia foram realizadas em 
termociclador Veriti (Applied Biosystems, Life Technologies. Carlsbad, 
CA) com iniciadores específicos para amplificação de DNA 
transformados por bissulfito de sódio. As reações pré-otimizadas para 
amplificação da região LINE-1 e do promotor do gene REST foram 
realizadas com volume total de 25 µL contendo 1 µL de cada iniciador 
específico a 50 pmoles/µL, 12,5 µL de Go Taq Green Master Mix 
(Promega Corporations, Madison, Wi, USA) e 2 µL de gDNA 
transformado por bissulfito de sódio a aproximadamente 6 ng/µL e água 
Milli-Q Rnase free q.s.p. Para estudo da região LINE-1 foram utilizados 
as sequencias Forward: 5’-TTT GGT GAG TTT GGG ATA-3’ e 
Reverse: 5’-CTC AAA AAT ACC CAC CTA AC-3’ (Tryndyak et al., 
2006) e para a região promotora do gene REST, Forwad: 5’-TGT TTC 
CGC CAG TGG TAT TCG CT-3’ e Reverse: 5’-AGC CAC AGC GAT 
CAC AGC GGA TG-3’; Os parâmetros de ciclagem utilizados para 
amplificação das amostras foram: desnaturação a 95°C por 5 minutos, 
seguidos de 40 ciclos a 95 °C por 30 s, anelamento a 56°C por 1 minuto, 
extensão por 1 minuto a 72°C e extensão final de 7 minutos a 72°C para 
a região LINE-1 e desnaturação a 95°C por 5 minutos, seguidos de 40 
ciclos a 95 °C por 45 s, anelamento a 53°C por 45 s, extensão por 45 s a 
72°C e extensão final de 7 minutos a 72°C para região promotora do 
gene REST.  
 
 
c) Digestão enzimática 
 
 O estado de metilação da região LINE-1 foi avaliado pela 
digestão do produto da amplificação pela PCR através da enzima BstUI 
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(Fermentas, Burlington, ON, Canada), a qual possui sítio de restrição 
CGCG. O estado de metilação da região promotora do gene REST  foi 
avaliado pela digestão do produto da amplificação pela PCR pela 
enzima HpyCH4IV (Fermentas, Burlington, ON, Canada). As digestões 
foram realizadas em reações com volume final de 20 µL, contendo 10 
µL do produto amplificado e 0,3 µL de cada enzima (BstUI ou  
HpyCH4IV) em reação única com tampão específico para cada enzima 
de restrição de acordo com as instruções do fabricante. Após o término 
das digestões as amostras digeridas foram submetidas à eletroforese em 
gel de poliacrilamida a 8% e a intensidade das bandas determinadas pela 
análise densitométrica utilizando-se o software Scion Image.  
 
 
4.1.2 Material e métodos referentes ao modelo experimental de 
dor neuropática 
 
4.1.2.1 Animais 
 
 Foram utilizados camundongos C57/BL-6, machos adultos com 
60 dias de vida, obtidos do Laboratório Jackson, e acondicionados no 
ARCH, Karp Building, Boston Childrens  Hospital e Harvard Medical 
School, Boston, Estados Unidos, sob o protocolo 13-01-2328R, 
aprovado pelo IACUC – Institutional Animal care and use Committee. 
Os animais foram mantidos em biotério com ciclo claro-escuro de 12/12 
horas, a 24 ± 1 °C, com acesso livre à água e comida. Alguns destes 
animais foram modificados geneticamente para aumentar a expressão da 
GTPCH, chamados de “GTPCH overexpressing animals (GOEs)” e/ou 
geneticamente modificados para anular a expressão da GTPCH, 
chamados de “GTPCH nocaute (KO)”. Estes efeitos foram induzidos 
especificamente nos neurônios dos gânglios da raiz dorsal (GRDs). 
 
 
4.1.2.2 Indução de dor neuropática periférica  
 
 Os animais foram submetidos à um modelo de injúria do nervo 
ciático, onde o nervo ciático é exposto, na altura da coxa do animal e, os 
nervos tibial e fibular são ligados. Após, é realizado um corte distal à 
ligadura dos mesmos (Decosterd e Woolf, 2000). 
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4.1.2.3 Avaliação de alodinia mecânica pelo teste comportamental 
de Von Frey 
 
 Para a realização deste teste, os animais foram submetidos à 
uma plataforma de arame elevada, a qual permite o acesso à superfície 
ventral das patas traseiras. Foram utilizadas as fibras de Von Frey para 
“pinicar” as patas traseiras do animal com forças crescentes e, avaliadas 
as possíveis reações dos animais, como retirar ou lamber a pata e 
vocalização. Os limites iniciais geralmente são decrescentes durante 
ensaios sucessivos, por isso os testes foram realizados pelo menos três 
vezes para tornarem-se estáveis (Tegeder et al., 2006). 
 
 
4.1.2.4 Mensuração da atividade enzimática da GTP ciclohidrolase  
(GTPCH) 
 
  A atividade da enzima GTPCH foi mensurada através da 
hidrólise do GTP, na presença de zinco 5 mM, à 37ºC, durante 20 
minutos no comprimento de onda ultravioleta de 320 nm. Esta técnica 
foi padronizada nos primeiros meses durante o período de doutorado 
sanduíche, e o método estará disponível brevemente  na bibliografia. 
 
 
4.1.2.5 Mensuração da atividade enzimática da sepiapterina 
redutase (SR) 
 
  A atividade da enzima SR foi mensurada através da oxidação 
do NADPH (600 µM), na presença de sepiapterina 200 µM, à 37ºC, 
durante 20 minutos no comprimento de onda de 420 nm. Esta técnica foi 
padronizada nos primeiros meses durante o período de doutorado 
sanduíche, e o método estará disponível brevemente  na bibliografia. 
 
 
4.1.2.6 Quantificação de BH4, Sepiapterina, Neopterina, BH2 e 
Biopterina por cromatografia líquida acoplada a um espectrômetro de 
massa (LC-MS-MS) 
 
 A quantificação de BH4 e seus metabólitos foram mensuradas 
através de LC-MS/MS em tecidos e fluídos biológicos. As amostras 
foram preparadas na presença de acetonitrila : acido fórmico contendo 
6,5 mM de ditioeritrol como antioxidante e na proporção 50:50. Esta 
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técnica foi padronizada nos últimos meses durante o período de 
doutorado sanduíche, e o método estará disponível brevemente na 
bibliografia. 
 
 
4.1.2.7 Mensuração de fenilalanina  
 
  A concentração de Phe foi mensurada no plasma e no fígado 
empregando um kit comercial da companhia Sigma-Aldrich, catálogo 
número MAK005, através da desaminação da fenilalanina e a produção 
de NADH, o qual reage com a sonda formando um produto fluorescente. 
Este produto é proporcional a concentração de fenilalanina.  
 
 
4.1.2.8 Determinação de proteínas 
 
 A determinação de proteínas dos homogeneizados foi realizada 
pelo método de Lowry e colaboradores (1951), utilizando albumina 
sérica bovina (BSA) como padrão. 
 
 
 
4.2 EXPERIMENTOS IN VITRO 
 
4.2.1 Cultura primária de astrócitos corticais de rato Wistar 
 
 A cultura primária de astrócitos corticais foi preparada a partir 
de córtex cerebral de ratos Wistar com 1-2 dias de vida, como descrito 
por Olivera e colaboradores (2008). Os astrócitos foram cultivados a 2 x 
104 células/cm2 e mantidas em meio DMEM suplementado com SFB a 
10%, 3,6 g/L de HEPES, 100 UI/mL de penicilina e 100µg/mL de 
estreptomicina; e mantidas em uma estufa a 37ºC, com um mínimo de 
95% de umidade relativa e em uma atmosfera de ar com 5% de CO2. 
Quando as células adquiriram confluência, os astrócitos foram expostos 
a MG 30 e 300 µM durante 3 e 24 horas. As células foram utilizadas 
para mensurar a atividade da CK e para o ensaio de viabilidade celular. 
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4.2.2 Cultura primária de GRDs de camundongos C57/BL-6 
 
 Os GRDs dos camundongos foram coletados e a cultura de 
neurônios foi preparada utilizando protocolos específicos descritos 
previamente em Sisignano e colaboradores (2012). Os neurônios foram 
cultivados em meio de cultura Neurobasal, contendo 2 mM de L- 
glutamina, 100 U/mL penicilina, 100 µg/mL estreptomicina, B-27 e 50 
µg/mL de gentamicina e mantidas em uma estufa a 37ºC, com um 
mínimo de 95% de umidade relativa e em uma atmosfera de ar com 5% 
de CO2.  
 
4.2.3 Manutenção da linhagem celular de células precursoras de 
hipocampo (H19-7)  de rato 
 
 A linhagem celular H19-7 foi obtida de American Type Culture 
Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA). Estas células foram 
cultivadas em meio DMEM contendo 2 mM L-glutamina, 10% de SFB, 
200 mg/mL de G418 e 1 mg/mL de piromicina em placas de cultura 
contendo 15 mg/mL de poli-D-lisina (Chen e Wu, 2011) e mantidas em 
uma estufa a 34ºC, com um mínimo de 95% de umidade relativa e em 
uma atmosfera de ar com 5% de CO2. 
 
 
4.2.4 Ensaio de viabilidade celular 
 
 O ensaio de MTT (brometo de 3-(4,5)-dimetiltialzolil-2,5 
difeniltetrazólio) foi utilizado para análise de viabilidade celular após 
exposição de células ao MG. O ensaio do MTT baseia-se na clivagem 
deste composto, que é amarelo, pelas desidrogenases mitocondriais, 
formando um composto púrpura, o formazan, o qual pode ser 
quantificado por espectrofotometria a 570 nm. Os resultados foram 
expressos em percentagem dos controles (Mosmann, 1983). 
 
 
4.3 AMOSTRAS DE PACIENTES PORTADORES DE DM1 
 
 As amostras de sangue dos pacientes portadores de DM1 (faixa 
etária: 20±6 anos de idade; ambos os sexos) e dos controles (faixa 
etária: 24±9 anos de idade; ambos os sexos) foram coletadas por punção 
da veia cubital mediana de acordo com o protocolo (CEPSH/435/09), 
aprovado pelo Comitê de Ética para Pesquisa em Humanos da 
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Universidade Federal de Santa Catarina, Florianópolis, SC, Brasil. O 
plasma foi utilizado para mensurar a glicemia, formação de AGEs e 
concentração de neopterina. A atividade da creatinaquinase foi 
mensurada em linfócitos isolados de acordo com Golzari e 
colaboradores (2010). 
 
 
4.4 AMOSTRAS DE PACIENTES PORTADORES DE DP 
 
 As amostras de sangue dos pacientes portadores de DP (faixa 
etária: 67±12 anos de idade; ambos os sexos) e dos controles (faixa 
etária: 53±14 anos de idade; ambos os sexos) foram coletadas por 
punção da veia cubital mediana de acordo com o protocolo 
(CEP/HGCR/2009/0026), aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
do Hospital Governador Celso Ramos, Florianópolis, SC, Brasil. O 
plasma foi utilizado para mensurar a glicemia e a formação de AGEs. A 
atividade do complexo I foi mensurada em plaquetas isoladas de acordo 
com de Paula Martins e colaboradores (2013). 
 
 
4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
 Os resultados foram apresentados como média ± erro padrão da 
média (EPM). Os dados foram analisados utilizando a análise de 
variância (ANOVA) de uma via, seguida pelo post-hoc de Tukey. Para a 
análise dos testes comportamentais foi utilizado a ANOVA de uma via 
seguida pelo post-hoc de Newman-Keuls,  ANOVA de duas vias 
seguido do teste post-hoc de Fisher e teste não paramétrico de Kruskal-
Wallis seguido do teste post-hoc de Wilcoxon. Para amostras 
independentes foi utilizado o Teste t de Student. Apenas valores 
significativos de F são citados no texto. Diferenças entre os grupos 
foram considerados significativas quando P≤ 0,05. Todas as análises 
foram realizadas utilizando o programa Statistical Package for the 
Social Sciences (SPSS). Os gráficos foram contruídos utilizando-se o 
software GraphPad Prism 6®. 
 
 
 
 
 
 
 
80 
5 RESULTADOS 
 
 Os resultados obtidos durante o doutorado foram divididos em 
três capítulos: 
 
 
5.1 CAPÍTULO I: EFEITO DA HIPERGLICEMIA CRÔNICA NOS 
METABOLISMOS ENERGÉTICO E DE PTERINAS NO SISTEMA 
NERVOSO CENTRAL DE RATOS WISTAR ADULTOS; ADAPTAÇÕES 
METABÓLICAS NAS DOENÇAS CRÔNICAS DIABETES MELLITUS 
TIPO 1 E DOENÇA DE PARKINSON 
 
 
5.2 CAPÍTULO II: EFEITO DA HIPERGLICEMIA CRÔNICA SOBRE 
PARÂMETROS COGNITIVOS E DE EPIGENÉTICA EM RATOS WISTAR 
ADULTOS 
 
 
5.3 CAPÍTULO III: PAPEL PERIFÉRICO DO METABOLISMO DAS 
PTERINAS NA FISIOPATOLOGIA DA DOR NEUROPÁTICA 
PERIFÉRICA 
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5.1 CAPÍTULO I: EFEITO DA HIPERGLICEMIA CRÔNICA NOS 
METABOLISMOS ENERGÉTICO E DE PTERINAS NO SISTEMA 
NERVOSO CENTRAL DE RATOS WISTAR ADULTOS; 
ADAPTAÇÕES METABÓLICAS NAS DOENÇAS CRÔNICAS 
DIABETES MELLITUS TIPO 1 E DOENÇA DE PARINSON 
 
 
5.1.1 Caracterização clínica, bioquímica, e histológica do 
modelo de hiperglicemia crônica induzido pela administração de 
estreptozotocina (STZ) em ratos Wistar  
 
 A Figura 10 mostra o ganho de peso corporal, arquitetura das 
ilhotas β-pancreáticas de Langerhans e parâmetros bioquímicos em 
fluídos biológicos de animais hiperglicêmicos e o efeito da 
administração de INS sobre estas mensurações. A figura 10A mostra 
que a deficiência na produção de insulina provocou uma redução no 
ganho de peso corporal, quando comparado com os outros grupos 
experimentais, e que a administração de INS preveniu este efeito. Ainda, 
pode ser observado na figura que o ganho de peso corporal no grupo 
STZ + INS foi significativamente maior que no grupo controle, a partir 
do 24º dia (diferença entre os grupos [F= 232,97; P<0,001], entre os 
dias de tratamento [F= 9,61; P<0,001], interação entre os grupos e dias 
de tratamento [F= 4,107; P<0,001]). Na Figura 10B, pode ser 
evidenciado que a deficiência insulínica gerou um estado de 
hiperglicemia crônica que foi controlado pela administração de INS, a 
qual foi mensurada utilizando-se um glicosímetro (OptiumTM Xceed, 
Abbot, EUA). (glicemia no 15º dia: [F(2,9)= 60,59; P<0,001], no 45º dia: 
[F(2,9)= 122,90; P<0,001], no 60º dia: [F(2,9)= 245,057; P<0,001]). A 
Figura 10C mostra uma depleção quase que total nas concentrações da 
insulina nos animais do grupo STZ, enquanto que os ratos que 
receberam insulina possuem valores maiores do que os controles 
(aumento de 733% nos animais do grupo STZ + INS, comparados aos 
controles) [F(2,8)= 25,10; P<0,001]). O perfil lipídico dos animais que 
receberam STZ também foi alterado, como mostra na figura 10D, onde 
se observa um aumento nas concentrações plasmáticas de triglicerídeos, 
o qual foi prevenido pela administração de INS [F(2,11)= 51,29; 
P<0,001]). Além disso, pode ser evidenciado, na Figura 10E, uma 
diminuição no tamanho e alteração da arquitetura da ilhotas de 
Langerhans em todos os grupos tratados com STZ (Matos, 2013; 
Trabalho de Mestrado em Bioquímica, ano de 2013). 
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Figura 10. Efeito da hiperglicemia (60 dias) induzida pela administração de 
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administração de insulina 
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutânea), no ganho de peso 
corporal (A), glicemia (B), concentração plasmática de insulina (C), perfil lipídico (D) e 
arquitetura das ilhotas de Langerhans (E) de ratos Wistar (machos, 60 dias, 250-300g). 
Diferenças significativas do ganho de peso corporal entre os grupos controle e STZ 
iniciam no dia 6 (*), entre os grupos STZ e STZ+INS no dia 5 (#) e entre os grupos 
controle e STZ+INS no dia 24 (&) (ANOVA de duas vias para medidas repetidas). A 
morfologia das ilhotas de Langerhans foi obtida a partir de cortes semifinos de pâncreas 
corados com azul de toluidina e observados em microscópio óptico em uma magnificação 
de 400X. Os dados representam a média ± erro padrão da média (n= 7-11 animais por 
grupo) *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 comparados com o grupo controle; #P<0,05; 
###P<0,001, comparados com o grupo STZ (ANOVA de uma via seguida de teste post-
hoc de Tukey). Reproduzido com autorização de Matos, 2013. 
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 A Figura 11 mostra o efeito da hiperglicemia crônica sobre a 
formação e acúmulo de proteínas oxidadas por MG (MG-AGEs) no 
cérebro de animais hiperglicêmicos. É possível observar que há um 
acúmulo de MG-AGEs no córtex cerebral dos animais com 
hiperglicemia crônica, e que este efeito foi prevenido de forma parcial 
pela administração de INS [F(2,37)= 6,29; P<0,01]) (Glaser, 2014; 
Trabalho de Doutorado em Neurociências, ano de 2014). 
 
 
 
Figura 11. Conteúdo de proteínas oxidadas por metilglioxal (imunofluorescência) 
em córtex cerebral de ratos Wistar (machos; 60 dias de vida; 250-300g) submetidos 
à hiperglicemia crônica induzida pela administração de estreptozotocina (STZ; 55 
mg/kg, via intraperitoneal) e/ou tratados com insulina (INS; insulina Novolin® N 1,5 
UI duas vezes ao dia; via subcutânea). A magnificação das fotografias corresponde a 
400X. A barra representa 50 µm. A intensidade total de pixels foi determinada e os 
dados representam a média da intensidade óptica ± erro padrão da média (n= 3 
animais por grupo) **P<0,01 comparados com o grupo controle (ANOVA de uma 
via seguida de teste post-hoc de Tukey). Reproduzido com autorização de Glaser, 
2014. 
 
 A Figura 12 mostra o efeito desta condição crônica 
experimental sobre parâmetros de estresse oxidativo em sangue e 
líquido cefalorraquidiano. Pode ser observado na Figura 12A que a 
hiperglicemia crônica provocou uma diminuição significativa no 
conteúdo de NPSH, indicando uma redução nas concentrações de 
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grupamentos tiólicos plasmáticos [F(2,15)= 10,36; P<0,01]. Em 
contrapartida, a Figura 12B mostra que a medida de TBA-RS no plasma 
aumentou significativamente no grupo STZ [F(2,13)= 18,58; P<0,001], 
indicando um aumento da peroxidação lipídica induzida pela 
hiperglicemia crônica. No SNC, a indução de estresse oxidativo foi 
evidenciada pela significativa redução nas concentrações da molécula 
antioxidante BH4 no líquido cefalorraquidiano [F(2,6)= 13,36; P<0,05] 
(Figura 12C). Finalmente, este desequilíbrio oxidativo não foi prevenido 
pelo controle da glicemia mediante a administração de INS. 
 
 
 
Figura 12. Efeito da hiperglicemia (10 e/ou 60 dias) induzida pela administração de 
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administração de insulina 
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutânea), sobre 
parâmetros de estresse oxidativo em fluídos biológicos de ratos Wistar (machos, 60 
dias, 250-300g). Concentração plasmática de grupamentos tiólicos (NPSH) (A) e de 
TBA-RS (B), e concentração de tetrahidropiopterina (BH4) no liquido 
cefalorraquidiano (C). Os dados representam a média ± erro padrão da média (n= 7-
11 animais por grupo) *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 comparados com o grupo 
controle; #P<0,05 comparados com o grupo STZ (ANOVA de uma via seguida de 
teste post-hoc de Tukey).  
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5.1.2 Atividade de enzimas chaves do metabolismo energético e 
respiração mitocondrial em encéfalo de animais hiperglicêmicos 
induzidos pela administração de STZ e o efeito da administração 
exógena de INS 
  
 A Figura 13A-D mostra que o estado de hiperglicemia crônica 
provoca inibição significativa na atividade dos complexos I, II e IV da 
cadeia respiratória no SNC após 60 dias de hiperglicemia (complexo I: 
[F(2,12)= 5,69; P<0,01]; complexo II: [F(2,12)= 4,58; P<0,01]; complexo 
IV: [F(2,12)= 4,47; P<0,05]), e que a administração de INS preveniu as 
inibições observadas nos complexos I e II. Dez dias de exposição à 
hiperglicemia não comprometeu estas atividades mitocondriais. Além 
disso, a Figura 13E mostra um aumento significativo na atividade 
mitocondrial e/ou total da CK no encéfalo dos animais expostos à 
hiperglicemia por 10 e 60 dias, e que a INS preveniu estas alterações 
apenas no período de menor tratamento (10 dias: [F(2,15)= 7,69; P<0,01]; 
60 dias: [F(2,16)= 38,93; P<0,001]). No entanto, a atividade da 
hexoquinase (HK) não sofreu modificações significativas pelos 
tratamentos (Figura 13F). 
 Por outro lado, a respiração celular, como parâmetro de 
fisiologia mitocondrial, foi mensurada em mitocôndrias de encéfalo de 
animais expostos a hiperglicemia durante 10 dias. A Figura 13G mostra 
um aumento significativo do consumo de oxigênio no estado IV de 
respiração mitocondrial, nos animais do grupo STZ, efeito que foi 
prevenido pela administração de INS [F(2,5)= 125,85; P<0,001]. No 
entanto, o consumo de oxigênio e o índice de controle respiratório 
(RCR) não foram modificados pelos tratamentos. 
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Figura 13. Efeito da hiperglicemia (10 e/ou 60 dias) induzida pela administração de 
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administração de insulina 
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutânea), sobre a 
atividade dos complexos I, II, IV e V da cadeia transportadora de elétrons (A-D), 
creatinaquinase mitocondrial e/ou total (E), hexoquinase mitocondrial (F) e o 
consumo de oxigênio mitocondrial (G) em mitocôndrias isoladas de encéfalo de 
ratos Wistar. Os dados representam média ± erro padrão da media (n= 3-8 animais). 
*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 comparados com o grupo controle. ###P<0,001 
comparados com o grupo STZ (ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de 
Tukey). 
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5.1.3 Atividade da creatinaquinase e hexoquinase em tecidos 
periféricos de animais hiperglicêmicos induzidos pela administração 
de STZ e o efeito da administração exógena de INS 
 
 A Figura 14A mostra um aumento significativo da atividade da 
CK nos músculos cardíaco [F(2,15)= 26,28; P<0,001] e esquelético 
[F(2,16)= 26,74; P<0,001], e no rim [F(2,8)= 28,54; P<0,001]. 
 
 
 
 
Figura 14. Efeito da hiperglicemia (10 e/ou 60 dias) induzida pela administração de 
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administração de insulina 
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutânea), sobre a 
atividade da creatinaquinase (A e B) em mitocôndrias isoladas de tecidos periféricos 
(músculos cardíaco e esquelético, rim e fígado) e da hexoquinase (C) em 
mitocôndrias isoladas de fígado de ratos Wistar. Os dados representam média ± erro 
padrão da média (n= 3-8 animais). **P<0,01; ***P<0,001 comparados com o grupo 
controle. ##P<0,01; ###P<0,001 comparados com o grupo STZ (ANOVA de uma via 
seguida de teste post-hoc de Tukey). 
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 A administração de INS preveniu a readaptação energética 
apenas no tecido renal. No tecido hepático, onde a atividade desta 
enzima é extremamente baixa ou nula (Wallimann e Hemmer, 1994), 
também foi observado um aumento da atividade dos animais que 
permaneceram hiperglicêmicos por 10 dias [F(2,8)= 23,85; P<0,01], 
sendo que o tratamento com INS exógena preveniu este efeito (Figura 
14B). Adicionalmente, foi identificada outra deficiência energética 
representada por uma inibição significativa na atividade da enzima HK 
mitocondrial no fígado dos animais dos grupos STZ e STZ+INS [F(2,3)= 
25,46; P<0,05] (Figura 14C). 
 
 
5.1.4 Avaliação do imunoconteúdo proteico e da expressão 
gênica da CK em animais hiperglicêmicos induzidos pela 
administração de STZ e o efeito da administração exógena de INS 
 
 
 
 
Figura 15. Efeito da hiperglicemia (60 dias) induzida pela administração de 
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administração de insulina 
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutânea), sobre o 
conteúdo imunorreativo contra creatinaquinase (CK) (A) e expressão do gene que 
codifica para CK (B), em córtex cerebral de ratos Wistar. Os dados foram 
normalizados através da análise do conteúdo proteico de β-actina. Os resultados 
foram expressos como porcentagem do controle. Os dados representam a média ± 
erro padrão da media (n= 3 animais por grupo) (ANOVA de uma via). 
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 A Figura 15A e B mostram o imunoconteúdo e a expressão do 
gene que codifica para CK, respectivamente, no córtex cerebral de 
animais dos grupos controle, STZ e STZ + INS. As figuras mostram que 
nem o estado hiperglicêmico crônico, nem a normalização deste pela 
administração de INS modificaram o conteúdo e a expressão do mRNA 
da CK. 
 
 
5.1.5  Efeito do metilglioxal (MG) sobre a atividade da 
creatinaquinase e viabilidade celular em cultura primária de 
astrócitos corticais de rato 
 
 A Figura 16A mostra que a exposição da cultura primária de 
astrócitos corticais de rato ao MG nas concentrações de 30 e 300 µM 
não altera a viabilidade celular durante um período de 3 ou 24 horas. Por 
outro lado, a exposição de MG na concentração de 300 µM por 3 horas 
nestas células, causa um aumento significativo na atividade da 
creatinaquinase [F(2,16)= 3,875; P<0,05]. 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Efeito in vitro do metilglioxal (MG; 30 e 300 µM) sobre a viabilidade 
celular (redução do MTT) (A) e sobre a atividade da creatinaquinase (B) em cultura 
primária de astrócitos corticais de rato. Os dados representam média ± erro padrão 
da média (n= 3 experimentos independentes). *P<0,01 comparados com o grupo 
controle. (ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey). 
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5.1.6  Efeito do metilglioxal (MG) e da creatina sobre a fisiologia 
mitocondrial na linhagem celular H19-7 (células precursoras de 
hipocampo) de rato  
 
 A Figura 17 mostra o efeito do MG (30 e 300 µM) e da creatina 
(500 µM)  sobre a respiração mitocondrial  na linhagem celular de 
células precursoras de hipocampo (H19-7) de rato.  
 
 
 
Figura 17. Efeito in vitro do metilglioxal (MG; 30 e 300 µM) e da creatina (500 
µM) sobre o consumo de oxigênio mitocondrial na linhagem celular de células 
precursoras de hipocampo (H19-7). O painel (A) mostra uma figura representativa 
da respiração mitocondrial de células controle e de células tratadas com MG na 
concentração de 300 µM. As medidas de respiração basal (B), eficiência na síntese 
de ATP (C), respiração máxima celular (D) e geração de espécies reativas de 
oxigênio (EROs) extramitocondrial (E) foram medidas em respirômetro Seahorse X-
24 Analyser em meio de reação contendo glutamina 100 mM e glicose na 
concentração de 7 mg/mL a 37ºC. Os dados representam média ± erro padrão da 
média (n= 3 experimentos independentes). *P<0,01; ***P<0,001 comparados com o 
grupo controle. (ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey). 
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 A Figura 17B mostra que tanto o MG quanto a creatina não 
obtiveram efeito significativo na respiração basal das células.  Por outro 
lado, a Figura 17C mostra que 300 µM de MG por um período de 24 
horas causou uma diminuição significativa na eficiência de síntese de 
ATP (medido após a adição de oligomicina; inibidor do complex V)  
[F(4,40)= 6,006; P<0,001]. Apesar destas alterações na respiração 
mitocondrial induzidas pelo MG, a respiração máxima (estado 
desacoplado induzido por FCCP) não foi modificada pelo MG (Figura 
17D). A Figura 17E mostra que o tratamento com MG e também com a 
creatina provocou um aumento significativo na produção de espécies 
reativas de oxigênio [F(4,45)= 4,835; P<0,001]. 
 
 
5.1.7 Identificação de AGEs, adaptações mitocondriais e 
ativação do sistema imune em sangue de indivíduos acometidos por 
Diabetes Mellitus do tipo 1 (DM1) 
 
 Após verificar alterações na atividade dos complexos da cadeia 
respiratória e da CK em animais submetidos à hiperglicemia crônica e 
em sistemas in vitro, o próximo passo deste estudo envolveu a 
investigação de marcadores mitocondriais em células sanguíneas e a 
formação de AGEs no plasma de indivíduos acometidos por DM1, que 
foram previamente diagnosticados clinica e bioquimicamente pela 
equipe do Dr. Alexandre Hohl do Departamento de Endocrinologia do 
Hospital Universitário da UFSC. A Figura 18A mostra os valores de 
glicemia nos pacientes DM1, a qual se mostrou significativamente 
aumentada quando comparada com controles sadios da mesma faixa 
etária [t(11)= 4,23; P<0,001]. Esse aumento na glicemia correlacionou 
com um aumento significativo de AGEs plasmático [t(12)= 2,80; P<0,05; 
Correlação: r= 0,60; P<0,01] (Figuras 18B e C). A Figura 18D mostra 
que embora exista uma leve diminuição na atividade do complexo I da 
cadeia respiratória mitocondrial em linfócitos, esta diminuição não foi 
estatisticamente significativa (5% de redução). Ainda, a Figura 18E 
mostra um aumento significativo na atividade da CK em linfócitos de 
pacientes DM1 (6% de aumento) [t(15)= 2,18; P<0,05]. Finalmente, na 
Figura 18F pode ser evidenciado um aumento significativo de 
neopterina plasmática [t(15)= 3,10; P<0,01], biomarcador sensível que 
indica ativação do sistema imune (Sucher et al., 2010). 
 
 
 
 
 
92 
 
 
Figura 18. Mensuração da glicemia (A), concentração de proteínas oxidadas (B; 
AGEs), atividade do complexo I da cadeia respiratória (D) e da creatinaquinase (E), 
e concentração de neopterina (F) no sangue de indivíduos afetados por diabetes 
mellitus do tipo 1 (DM1; n= 5-10 pacientes; faixa etária: 20±6 anos de idade; ambos 
os sexos), e de indivíduos euglicêmicos (Controles; n=3-7 pacientes; faixa etária: 
24±9 anos de idade; ambos os sexos). A correlação entre glicemia e conteúdo de 
AGEs doi calculada (C). Os dados representam média ± desvio padrão. *P<0,05; 
**P<0,01 comparados os controles (Teste t de Student para amostras independentes). 
 
 
5.1.8 Atividade do complexo I mitocondrial em plaquetas, 
glicemia e concentração plasmática de AGEs em indivíduos afetados 
pela doença neurodegenerativa de Parkinson (PD) 
 
 Com o intuito de identificar se existe uma relação entre PD e 
resistência insulínica, o próximo passo desta pesquisa foi mensurar a 
atividade do complexo I mitocondrial em plaquetas, glicemia e a 
concentração plasmática de AGEs em indivíduos acometidos por PD, 
que foram clinicamente diagnosticados pela equipe do Dr. Roger Walz e 
Dr. Fernando Cini Freitas do Serviço de Neurologia do Hospital Celso 
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Ramos. A Figura 19A mostra a atividade do complexo I em plaquetas de 
indivíduos afetados por PD. Pode ser observado na figura uma 
diminuição significativa na atividade do complexo I mitocondrial em 
relação aos indivíduos controle [t(17)= 2,19; P<0,05]. Por outro lado, as 
Figuras 19B e C mostram um aumento significativo na glicemia dos 
pacientes PD [t(17)= 3,60; P<0,01] juntamente com uma maior formação 
de AGEs plasmático [t(16)= 2,56; P<0,05]. 
 
 
 
 
Figura 19. Mensuração da atividade plaquetária do complexo I da cadeia 
respiratória (A), glicemia (B), e concentração de proteínas oxidadas (C; AGEs), em 
sangue de indivíduos afetados pela doença de Parkinson (DP; n=7-8; faixa etária: 
67±12 anos de idade; ambos os sexos) e em indivíduos controles (Controles; n=11; 
faixa etária: 53±14 anos de idade; ambos os sexos). Os dados representam média ± 
desvio padrão. *P<0,05; **P<0,01 comparados com os controles (Teste t de Student 
para amostras independentes). 
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5.2 CAPÍTULO II: Efeito da hiperglicemia crônica sobre 
parâmetros cognitivos e de epigenética em ratos Wistar adultos 
 
5.2.1 Avaliação comportamental em animais hiperglicêmicos 
induzidos pela administração de STZ e o efeito da administração 
exógena da INS 
 
 Além de identificar as alterações metabólicas e a indução de 
estresse oxidativo periférico e central nos animais que permaneceram 
hiperglicêmicos por períodos de 10 e/ou 60 dias, também foram 
investigados parâmetros comportamentais relacionados com os 
processos cognitivos. 
 
 
 
Figura 20. Efeito da hiperglicemia (10 e 60 dias) induzida pela administração de 
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administração de insulina 
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutânea), sobre a locomoção 
espontânea de ratos Wistar. A caixa de atividade apresenta três células fotoelétricas 
instaladas a 3 cm de altura do chão em grade, espaçadas igualmente ao longo de sua 
extensão e acopladas a um contador digital que registra o número de vezes que o animal 
interrompe os feixes de luz. Os movimentos horizontais dos animais foram detectados 
pelas fotocélulas um período de 30 minutos, com medidas de atividade a cada 5 minutos 
(A e C: indicam a medida a cada 5 min; B e D: indicam a somatória total de cruzamentos 
em trinta minutos). Os dados representam média ± desvio padrão da média. Para A e C, 
*P<0,001 comparado com o grupo controle (ANOVA de duas vias para medidas 
repetidas seguida de teste post-hoc de Newman-Keuls); para B e D *P<0,01 comparado 
com o grupo controle (ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Newman-Keuls). 
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 A Figura 20A-D mostra a atividade locomotora espontânea de 
animais hiperglicêmicos por períodos de 10 e 60 dias medida no teste 
comportamental da caixa de atividade. Pode ser observado que a 
capacidade locomotora foi significativamente afetada nos animais que 
permaneceram hiperglicêmicos por 60 dias, e que a normalização da 
glicemia pela administração de INS não preveniu esta alteração 
(diferença entre os tratamentos [F(2,9)= 3,64; P<0,01], entre as repetições 
[F(5,45)= 39,88; P<0,001], interação entre os tratamentos e repetições 
[F(10,45)= 3,0; P<0,01]. O índice de atividade locomotora foi calculada 
mediante o número de cruzamentos realizados em trinta minutos [F(2,9)= 
11,64; P<0,01],  (Figuras 20B e D). 
 O próximo parâmetro comportamental mensurado foi o da 
esquiva inibitória, teste empregado para analisar a memória aversiva dos 
animais. Neste teste comportamental, os animais recebem um leve 
choque de 0,3 mA por 2 segundos nas quatro patas, imediatamente após 
eles descerem de uma plataforma para uma superfície com grades 
(treino). 
  
 
 
 
Figura 21. Efeito da hiperglicemia (A: 10 dias, B: 60 dias) induzida pela 
administração de estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da 
administração de insulina (INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via 
subcutânea) sobre o parâmetro comportamental de esquiva inibitória. O tempo 
empregado para descer de uma plataforma após receber um leve choque elétrico 
(treino; 0,3 mA durante 2 segundos; teste: 1,5h, e reteste: 24 h após) é quantificado 
como latência de descida em segundos. Os dados representam mediana ± intervalo 
interquartil. *P<0,001 comparado com o treino de cada grupo experimental. (Teste 
não paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Wilcoxon). 
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 A memória aversiva é medida após 1,5h (teste) e 24h (reteste), 
sem a presença do choque nas patas. O aprendizado consiste em o 
animal descer da plataforma empregando um tempo maior que aquele 
observado durante o treino (primeira exposição). A Figura 21B mostra 
que a hiperglicemia por períodos prolongados (60 dias) compromete a 
memória de curto e longo prazo, e que o tratamento com INS previne o 
comprometimento da mémoria de longo prazo [H = 12,11; P<0,01]. 
 
 
 
 
 
Figura 22. Efeito da hiperglicemia (60 dias) induzida pela administração de 
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administração de insulina 
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutânea) sobre o 
parâmetro comportamental de memória espacial mensurado através do teste do 
labirinto aquático de Morris. O painel (A) mostra o tempo gasto para encontrar a 
plataforma durante os 4 dias de treino e (B) o tempo gasto na região da plataforma. 
Os dados representam média ± erro padrão da média. *P<0,001 comparado com o 
grupo controle. (ANOVA de um via com medidas repetidas seguido do teste post-
hoc de Newman-keuls). 
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 A Figura 22 mostra a avaliação da memória espacial dos 
animais que permaneceram hiperglicêmicos por períodos de 60 dias e o 
efeito da administração de INS sobre essas medidas. Pode ser observado 
que os animais que permaneceram hiperglicêmicos demoraram mais 
tempo para encontrar a plataforma em todos os 4 dias de treino em 
comparação com os outros grupos experimentais (Figura 22A) [F(2,20)= 
1,75; P<0,001]. Porém, a Figura 22B mostra que todos os grupos 
experimentais gastaram o mesmo tempo na região da plataforma. 
 A seguir, e considerando que sintomas ansiolíticos poderiam 
comprometer a cognição, foi avaliado este tipo de comportamento nos 
animais submetidos às diferentes condições experimentais através do 
teste do labirinto em cruz elevada. 
  
 
 
Figura 23. Efeito da hiperglicemia (10 e 60 dias) induzida pela administração de 
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administração de insulina 
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutânea) sobre o 
parâmetro comportamental de ansiedade no labirinto em cruz elevada. O tempo 
gasto (A e D) e o percentual de entradas (B e E) nos braços abertos, e o número total 
de entradas (C e F) nos braços fechados do labirinto em cruz elevada foram  
mensurados como parâmetros de ansiedade. Os dados representam média ± desvio 
padrão da média. (ANOVA de uma via). 
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 O aparato é composto por dois braços opostos fechados e dois 
braços opostos abertos, onde os animais são colocados exatamente no 
centro para permitir a exploração neste ambiente por 5 minutos. A 
Figura 23 mostra que os tratamentos não alteraram o perfil de ansiedade 
dos animais. 
 
5.2.2 Parâmetros de neurodegeneração em córtex cerebral e 
hipocampo de animais hiperglicêmicos induzidos pela 
administração de STZ e o efeito da administração exógena da INS 
 
 A Figura 24 mostra um aumento significativo da reatividade 
imune contra a proteína caspase-3 na forma clivada no córtex cerebral 
dos animais do grupo STZ (60 dias de hiperglicemia), no entanto, a 
correção da glicemia pela administração de INS não reverteu este 
processo [F(2,51)= 32,44; P<0,001].  
 
 
 
Figura 24. Efeito da hiperglicemia (60 dias) induzida pela administração de 
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administração de insulina 
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutânea) sobre o 
conteúdo de caspase-3 na forma clivada em córtex cerebral de ratos Wistar. As 
imagens em maior aumento são representativas da camada II do córtex cerebral. A 
intensidade total de pixels foi determinada e os dados representam média da 
densidade óptica ± erro padrão da média (n=3 animais). ***P<0,001 comparados 
com o grupo controle (ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey). 
 
 
99 
 A Figura 25 mostra o acúmulo de agregados da proteína α-
sinucleína no hipocampo dos animais que permaneceram 
hiperglicêmicos por 60 dias por microscopia eletrônica de transmissão. 
Pode ser observado que a hiperglicemia crônica não altera o conteúdo 
total desta proteína (Figura 25C), mas sim promove a sua redistribuição 
subcelular, demonstrada pela diminuição significativa dos agregados de 
α-sinucleína no citosol (Figura 25A e C; [t(8) = 2,647; P<0,05]) e de um 
aumento significativo destes no interior da mitocôndria (Figura 25B e C; 
[t(8) = 2,648; P<0,05]). 
 
 
 
 
Figura 25. Efeito da hiperglicemia (60 dias) induzida pela administração de 
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) sobre a localização subcelular 
da α-sinucleína em preparações de hipocampo de ratos Wistar. As fotografias A e B 
são representativas da análise por imunocitoquimica ultraestrutural realizada por 
microscopia eletrônica de transmissão na magnificação de 60.000x. As setas nas 
fotografias mostram a imunomarcação de agregados de α-sinucleína (empregando 
anticorpo primário específico e secundário de ouro de 15 nm) com sua localização 
subcelular citoplasmática (A) ou mitocondrial (B). As barras em (A) e (B) 
representam 1 µm. As barras em (C) representam a quantificação total da α-
sinucleína e a distribuição subcelular no citoplasma e dentro da mitocôndria. Os 
dados representam média ± erro padrão da média (n=6 animais). *P<0,05 
comparados com o grupo controle (teste-t de student para amostras independentes).  
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5.2.3 Alterações epigenéticas observadas no hipocampo de 
animais hiperglicêmicos induzidos pela administração de STZ e o 
efeito da administração exógena da INS 
 
 A Figura 26A-C mostra a metilação global do DNA em 
diferentes regiões cerebrais (hipocampo, estriado e cerebelo) dos 
animais que permaneceram hiperglicêmicos por um período de 60 dias.  
 
 
 
Figura 26. Efeito da hiperglicemia (60 dias) induzida pela administração de 
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administração de insulina 
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutânea), sobre a metilação 
global do DNA no hipocampo (A), estriado (B) e cerebelo (C) e sobre a metilação no 
promotor de LINE-1 no hipocampo (D), estriado (E) e cerebelo (F) de ratos Wistar. Os 
tecidos tiveram seu gDNA extraído pelo método de fenol/clorofórmio/álcool isoamílico. 
Após extração, as amostras de gDNA foram submetidas ao tratamento por bissulfito de 
sódio e então amplificadas por PCR com iniciadores específicos para a região global ou 
LINE-1. Para determinação da % de metilação das amostras, os amplicons foram 
submetidos à dupla digestão pelas enzimas TaqI e TasI e submetidos à eletroforese em 
gel de poliacrilamida a 8%. Os valores das porcentagens foram obtidos após análise 
densitométrica utilizando-se o software Scion Image. Os dados representam média ± erro 
padrão da media (n= 4 animais). *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 comparados com o grupo 
controle. ###P<0,001 comparados com o grupo STZ (ANOVA de uma via seguida de teste 
post-hoc de Tukey). 
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 Pode ser observado que a hiperglicemia crônica levou a um 
aumento significativo da metilação global do DNA no hipocampo, e que 
o controle glicêmico realizado através da administração exógena da INS 
preveniu completamente este evento [F(2,5)=9,034; P<0.05]. Por outro 
lado, foi analisada a metilação do DNA no elemento transponível 
repetido, o LINE-1, o qual exerce um papel fundamental para manter a 
estabilidade genômica. A Figura 26D-F mostra a metilação do DNA no 
LINE-1 nas mesmas estruturas cerebrais, hipocampo, estriado e cerebelo 
pelo método de COBRA. Pode ser observado que a hiperglicemia 
crônica promoveu a hipometilação do LINE-1 no hipocampo (Figura 
26D) [F(2,9)=46,53; P<0.001], levando a uma instabilidade genômica. A 
administração exógena de INS preveniu este efeito. 
 A Figura 27A mostra o efeito da hiperglicemia crônica na 
expressão gênica de REST, proteína que intimamente está relacionada 
com a proteção neuronal durante o envelhecimento e desenvolvimento 
de doenças crônicas, incluindo as neurodegenerativas (Lu et al., 2014). 
Pode ser observado que há uma diminuição significativa no conteúdo de 
mRNA que codifica para REST e que a administração de INS preveniu 
completamente esta alteração (Figura 27A, [F(2,12)=12,41; P<0.001]). 
Em contrapartida, pode ser observado na Figura 27B que há um 
aumento significativo no gene que codifica para REST-4, forma 
truncada da proteína REST, e a INS preveniu parcialmente este efeito 
[F(2,12)=27,44; P<0.001]. Para confirmar se as alterações na expressão 
gênica de REST estão relacionadas com os mecanismos epigenéticos, 
foi mensurado a metilação no promotor de REST. A Figura 27C mostra 
que o promotor de REST se encontra hipermetilado no hipocampo após 
um período de 60 dias de hiperglicemia crônica e que a insulina previne 
este efeito [F(2,6)=4831; P<0.001]. Ainda, a Figura 27D mostra um 
aumento na quantidade de dinucleotídeos CpG metilados no promotor 
REST nos animais hiperglicêmicos (Valores representativos). 
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Figura 27. Efeito da hiperglicemia (60 dias) induzida pela administração de 
estreptozotocina (STZ; 55 mg/kg, via intraperitoneal) e da administração de insulina 
(INS; insulina Novolin® N 1,5 UI duas vezes ao dia; via subcutânea), sobre a 
expressão do gene que codifica para a proteína REST (A) e REST-4 (B) e sobre a  
metilação do promotor REST no hipocampo (C) de ratos Wistar. O painel (D) 
representa a graficação representativa dos dinucleotídeos CpG metilados no 
hipocampo. Os tecidos tiveram seu gDNA extraído pelo método de 
fenol/clorofórmio/álcool isoamílico. Após extração, as amostras de gDNA foram 
submetidas ao tratamento por bissulfito de sódio e então amplificadas por PCR com 
iniciadores específicos para a região global ou LINE-1. Para determinação da % de 
metilação das amostras, os amplicons foram submetidos à dupla digestão pelas 
enzimas TaqI e TasI e submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida a 8%. Os 
valores das porcentagens foram obtidos após análise densitométrica utilizando-se o 
software Scion Image. Os dados representam média ± erro padrão da media (n= 4 
animais). *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 comparados com o grupo controle. 
###P<0,001 comparados com o grupo STZ (ANOVA de uma via seguida de teste 
post-hoc de Tukey). 
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5.3 CAPÍTULO III: Papel periférico do metabolismo das pterinas 
na fisiopatologia da dor neuropática periférica 
 
Os resultados apresentados neste capítulo foram desenvolvidos 
durante o doutorado sanduíche, realizado no Laboratório de 
Neurobiologia do F. M. Kirby Neurobiology Center, Boston Childrens 
Hospital e Harvard Medical School sob a orientação dos professores Dr. 
Clifford J. Woolf e Alexandra Susana Latini. O Prof. Woolf possui 
ampla experiência no campo da neurobiologia relacionada com a dor 
neuropática e o envolvimento da molécula BH4 e seus metabólitos nesta 
enfermidade. Ainda, seu grupo de pesquisa é um dos mais renomados 
em todo o mundo no que se refere a dor neuropática. Além disso, o Dr. 
Clifford J. Woolf contribuiu com importante suporte financeiro e 
científico viabilizando a realização destes experimentos. 
 A Figura 28 mostra as atividades das enzimas GTP 
ciclohidroxilase (GTPCH) e sepiapterina redutase (SR) em tecidos de 
animais geneticamente modificados. Foram utilizados animais 
transgênicos com super expressão do gene que codifica para a proteína 
GTPCH, chamados de animais GOEs (GTPCH overexpression). Devido 
a esta modificação genética, os animais intensificaram a síntese da 
molécula BH4 e este efeito foi induzido especificamente nos gânglios da 
raiz dorsal (GRD). Além disso, foram utilizados também animais com 
deleção no gene que codifica para a proteína GTPCH, chamados de 
animais KO (nocaute). Estes animais tiveram a produção da molécula 
BH4 comprometida, e esta modificação também foi específica no GRD.  
 Pode ser observado na Figura 28A que houve um aumento 
significativo na atividade da enzima GTPCH em homogenato de GRDs 
dos animais GOEs [t(3)= 5,719; P<0,05] e, em contrapartida, uma 
diminuição significativa na atividade desta enzima nos animais KO [t(5) 
= 4,204; P<0,01]. Em homogenato de nervo ciático, também houve uma 
diminuição significativa na atividade da GTPCH nos animais KO [t(4) = 
3,011; P<0,05] (Figura 28B). Além disso, foram avaliadas as atividades 
da enzima SR, nos mesmos homogenatos dos animais KO e GOEs 
(Figura 28C e D). Como indicado na figura, não houve diferença 
significativa na atividade desta enzima, quando comparado com os 
animais WT. 
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Figura 28. Atividade da enzima GTP ciclohidroxilase (GTPCH) em homogenato de 
gânglios da raiz dorsal (GRD) (A) e nervo ciático (B) e da enzima sepiapterina 
redutase (SR) em homogenato de GRD (C) e nervo ciático (D) em animais nocaute 
(KO) e animais com aumento da expressão (GOEs) da enzima GTPCH. Valores não 
detectáveis (N.D). Os dados representam media ± desvio padrão da media. *P<0,05; 
**P<0,01 comparados com os animais sem modificação genética (wild types; WT) 
(Teste t de Student para amostras independentes). 
 
 
 Estes dados também foram confirmados em sobrenadantes de 
culturas primárias de neurônios presentes nos GRDs dos animais 
nocaute para GTPCH. Pode-se observar que após 24 horas em cultura, 
estes neurônios não secretam BH4 (Figura 29A; [t(5)= 12,47; P<0,001]), 
e os metabólitos da via de síntese da BH4 (BH2 e biopterina) 
encontram-se em concentrações menores que nos sobrenadantes de 
células controles (WT) - BH2 (Figura 29B; [t(5)= 40,40; P<0,001]), 
biopterina (Figura 29D; [t(5)= 5,88; P<0,01]) e a relação entre a BH2 e 
BH4 (Figura 29F; [t(4)= 10,15; P<0,001]) - devido a deficiência na 
expressão da enzima GTPCH. Ainda, pode-se observar que houve uma 
diminuição na concentração de neopterina, porém esta diferença não foi 
significativa (Figura 29C), e que a concentração de sepiapterina não foi 
detectada em ambos os grupos experimentais (Figura 29E). 
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Figura 29: Concentração de BH4 (A) e seus metabólitos BH2 (B), Neopterina (C), 
Biopterina (D), Sepiapterina (E) e a relação entre BH2 e BH4 (F) em sobrenadante 
de neurônios de gânglios da raiz dorsal em camundongos KO para a enzima 
GTPCH. Os dados representam media ± desvio padrão da média. **P<0,01; 
***P<0,001 comparados com os animais sem modificação genética (wild types; WT) 
(Teste t de Student para amostras independentes). 
 
 
 O segundo objetivo realizado durante o doutorado sanduíche foi 
identificar o efeito de drogas que induzem analgesia através da 
diminuição da produção da molécula BH4. O fundamento deste 
procedimento requer a inibição parcial na síntese de BH4, visto que esta 
é um cofator obrigatório para a produção de mediadores com relevante 
fisiologia, como as aminas biogênicas neurotransmissoras, dopamina e 
serotonina, e do oxido nítrico. Para isto, o Laboratório do Prof. Clifford 
Woolf junto ao Dr. Kai Johnsson da Suíça (Institute of Chemical 
Sciences and Engineering, Laboratory of Protein Engeneering; LPI) 
desenvolveram drogas que inibem a enzima sepiapterina redutase (iSR). 
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Para confirmar que o efeito molecular da iSR tem como alvo a 
enzima SR, culturas primárias de neurônios de gânglios da raiz dorsal 
foram tratadas com concentrações crescentes da mesma (0,1 a 10 µM) 
durante 24 horas. Posteriormente, foram mensuradas as atividades das 
enzimas SR e GTPCH (Figuras 30A e B). Estes efeitos foram 
comparados com os induzidos pela N-acetil-serotonina (NAS), que 
recentemente foi identificada como um inibidor, embora não muito 
específico, da SR (Haruki et al., 2013).  
 
 
 
 
Figura 30. Atividade da enzima sepiapterina redutase (SR) (A) e da GTP 
ciclohidroxilase (GTPCH) (B) em neurônios de gânglios da raiz dorsal de 
camundongos C57/BL-6 tratados com N-acetil serotonina (NAS) e iSR por 24 horas 
nas concentrações crescentes de 0,1, 0,3, 1, 3 e 10 µM. Os dados representam media 
± desvio padrão da media. *P<0,05 comparados com o grupo DMSO (composto 
utilizado para a solubilização das drogas) (ANOVA de uma via seguida de teste 
post-hoc de Tukey).  
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Pode-se observar na Figura 30A que as concentrações de 1, 3 e 
10 µM de iSR causaram inibição significativa na atividade da SR 
[F(6,13)= 9,646; P<0.05], e que o NAS promove inibição da enzima SR 
apenas na concentração de 3 µM [F(6,14)= 5,118; P<0.05]. Além disso, 
tanto a NAS como a iSR não afetaram a atividade da GTPCH (Figura 
30B).  
A Figura 31 mostra o cálculo da IC 50 na atividade da 
sepiapterina redutase utilizando concentrações crescentes dos inibidores 
NAS e iSR por 15 minutos (Figura 31A) e por 24 horas de incubação 
(Figura 31B). 
 
 
 
 
Figura 31. Cálculo da IC 50 para os inibidores da sepiapterina redutase NAS e iSR 
após 15 minutos (A) e 24 horas de incubação (B).  
 
 
Ainda, foi mensurada a concentração de sepiapterina presente 
no sobrenadante dos neurônios tratados com iSR. Pode-se observar na 
Figura 32 que o tratamento com 30 µM de iSR aumenta 
significativamente a concentração de sepiapterina no sobrenadante das 
células. Isto ocorre devido a inibição na enzima SR, enzima presente na 
via de salvação de BH4. Isto representa um achado inédito e que poderá 
ser empregado como biomarcador para o correto tratamento 
farmacológico em situações de dor crônica. Desta forma, a identificação 
deste metabólito nestas condições foi submetido como patente. 
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Figura 32. Concentração de sepiapterina em sobrenadante de neurônios de gânglios 
da raiz dorsal de camundongos C57/BL-6 tratados com 0,3, 3 e 30 µM de iSR por 24 
horas. Os dados representam media ± desvio padrão da media. ***P<0,001 
comparados com o grupo DMSO (composto utilizado para a solubilização das 
drogas) (ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de Tukey). 
 
 
Após a realização dos experimentos in vitro citados 
anteriormente, decidiu-se testar os efeitos da iSR no metabolismo da 
BH4 em sistemas in vivo. Para isto, camundongos C57/BL-6 foram 
submetidos a um modelo de dor neuropática através da injúria do nervo 
ciático. Após 7 dias da injúria, os camundongos receberam a 
administração intraperitoneal de iSR na dose de 300 mg/kg. Pode-se 
observar na Figura 33 que não houve diferença significativa na 
concentração da molécula BH4 em plasma (Figura 33A), homogenato 
de gânglios da raiz dosal (Figura 33B) e de nervo ciático (Figura 33C) 
destes animais após a administração da iSR. Isto sugere fortemente um 
efeito específico da droga no local da lesão neuropática.  
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Figura 33. Concentração de BH4 em plasma (A), gânglios da raiz dorsal (L3, L4 e 
L5) (B) e nervo ciático  (C) após administração por via intraperitoneal de iSR (300 
mg/kg) em camundongos C57/BL-6 submetidos ao modelo de injúria do nervo 
ciático. Os dados representam media ± desvio padrão da media. (Teste t de Student 
para amostras independentes).  
 
 
Além disso, a Figura 34 mostra a indução de analgesia pela 
administração intraperitoneal de concentrações crescentes de iSR (100 a 
300 mg/kg) nos animais submetidos a injúria do nervo. Pode-se observar 
uma diferença significativa no limiar da dor quando administrada a iSR 
na concentração de 300 mg/kg. 
Para comprovar que a inibição da SR estaria ativando uma via 
alternativa para manter uma concentração basal e necessária de BH4, foi 
avaliada a concentração de fenilalanina no plasma e no fígado destes 
animais. Pode-se observar, como o esperado, que não há o acúmulo 
deste aminoácido no plasma quando a enzima SR está inibida (Figura 
35A e B). Por outro lado, uma diminuição significativa de fenilalanina 
foi observada no fígado (Figura 35C) [t(11)= 2,529; P<0.05]. 
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Figura 34. Indução de analgesia pela administração de iSR por via intraperitoneal em 
camundongos C57/BL-6 submetidos ao modelo de injúria do nervo ciático. iSR foi 
administrada 7 dias após a injúria do nervo ciático. A analgesia foi mensurada através do 
teste de Von Frey. *P<0,05 comparados com o grupo veículo (ANOVA de duas vias 
seguida de teste post-hoc de Fisher). 
 
 
 
 
Figura 35. Concentração de fenilalanina (Phe) presente no plasma (A e B) e no fígado 
(C) após 3 administrações intraperitoneais consecutivas de iSR na dose de 300 mg/kg em 
camundongos C57/BL-6 submetidos ao modelo de injúria do nervo ciático. O painel A 
representa as concentrações de Phe nos dias 1, 3 e 5 após a administração de iSR, e os 
painéis B e C representam a concentração no 5º dia de administração. Os dados 
representam média ± desvio padrão da media. *P<0,05 comparados com o grupo que 
recebeu salina (Veículo). (Painel A: ANOVA de uma via seguida de teste post-hoc de 
Tukey; Painéis B e C: Teste t de Student para amostras independentes). 
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Ainda, pode ser observado na Figura 36A um aumento na 
concentração de iSR na circulação sanguínea após administração desta 
droga intraperitonealmente (300 mg/kg) nos animais GOEs [t(10)= 4,465; 
P<0.01] e também um acúmulo plasmático de sepiapterina (Figura 36B) 
[t(10)= 5,082; P<0.001]. Além disso, pode ser observado que há uma 
correlação positiva entre as concentrações de iSR e a formação de 
sepiapterina no plasma (Figura 36C).  
 
 
 
 
Figura 36. Concentração de iSR (A) e de sepiapterina (B) no plasma após 
administração por via intraperitoneal de iSR (300 mg/kg) em animais com aumento 
da expressão da enzima GTPCH1 (GOEs). Foi calculada a correlação entre a 
concentração de iSR e a de sepiapterina no plasma (C). Os dados representam media 
± desvio padrão da media. **P<0,01; ***P<0,001 comparados com os animais sem 
administração de iSR (Veículo). (Teste t de Student para amostras independentes). 
 
 
Por fim, a Figura 37 mostra a atividade da enzima SR após a 
administração intraperitoneal de iSR (300 mg/kg) nos gânglios da raiz 
dorsal  (Figura 37A) e no fígado (Figura 37B) dos animais GOEs e WT. 
Pode ser observado uma diminuição na atividade da SR nos gânglios da 
raiz dorsal dos animais WT [t(4)= 4,608; P<0.01] e também no fígado 
dos animais tanto WT [t(4)= 2,949; P<0.05] quanto GOEs [t(4)= 3,618; 
P<0.05]. 
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Figura 37. Atividade da sepiapterina redutase (SR) em gânglios da raiz dorsal (A) e 
no fígado (B) após administração por via intraperitoneal de iSR (300 mg/kg) em 
animais com aumento da expressão da enzima GTPCH (GOEs) e em animais sem 
modificação genética (wild types; WT). Os dados representam média ± desvio 
padrão da media. *P<0,05; ***P<0,001 comparados com os animais sem 
administração de iSR (Veículo). (Teste t de Student para amostras independentes). 
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6 DISCUSSÃO 
 
6.1 BIOENERGÉTICA E METABOLISMO DE PTERINAS NA 
HIPERGLICEMIA CRÔNICA E A SUA RELAÇÃO COM A 
DOENÇA DE PARKINSON 
 
 A hiperglicemia crônica é a principal característica do DM, o 
qual é uma síndrome de etiologia múltipla decorrente da falta de 
insulina e/ou da incapacidade da insulina em exercer adequadamente 
seus efeitos (Han et al., 2007; Malecki e Skupien, 2008). As 
complicações do DM estão caracterizadas por microvasculopatias que 
incluem retinopatia, nefropatia e neuropatia central e periférica, as quais 
predispõem as complicações macrovasculares, caracterizadas por 
doença coronária, doença vascular periférica, infarto em tecidos 
periféricos e no SNC, e amputações nos membros inferiores, sendo estas 
as principais causas de óbito nos afetados. A natureza crônica, a 
gravidade das suas complicações e o número de indivíduos acometidos 
(11,6 milhões de diabéticos no Brasil e 387 milhões de diabéticos no 
mundo), tem tornado o DM um problema de saúde pública (IDF, 2014). 
Além disso, o DM tem sido considerado como um fator de risco para a 
predisposição para o desenvolvimento de doenças neurodegenerativas, 
como o Alzheimer e, principalmente a doença de Parkinson (Hu et al., 
2007; Kroner, 2009).  A incidência destas doenças neurodegenerativas 
parece ser maior em indivíduos portadores de DM2 (Santiago e 
Potashkin, 2013) os quais possuem um risco de 36% de desenvolver DP 
(Hu et al., 2007; Xu et al., 2011). Alguns estudos de coorte 
demonstraram uma correlação positiva entre pacientes portadores de DP 
e de DM2, indicando que 62% dos pacientes afetados pela DP que 
apresentam demência, são resistentes a insulina (Hu et al., 2007; Xu et 
al., 2011; Bosco et al., 2012). Interessantemente, pacientes portadores 
das duas doenças parecem ter sintomas motores mais graves 
(Schernhammer et al., 2011). Além disso, o DM2 contribui para a 
instabilidade postural e dificuldade na marcha em pacientes com PD 
(Kotagal et al., 2013). Contudo, existem várias evidências de que o DM 
está intimamente relacionado com a progressão da DP, e que estas duas 
doenças compartilham mecanismos comuns a níveis celulares e 
moleculares (Aviles-Olmos et al., 2013; Santiago e Potashkin, 2013).  
 Neste sentido, seria viável esperar que durante condições de 
hiperglicemia crônica, como acontece no DM, proteínas chaves no 
metabolismo energético resultem em alvos celulares dos oxidantes MG 
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e/ou AGEs, criando desta forma, um cenário propício para o 
desenvolvimento de doenças neurodegenerativas, em particular a DP. 
Além disso, o estado de hiperglicemia crônica estaria favorecendo a 
ocorrência de alterações epigenéticas no SNC, agravando ainda mais o 
cenário para o desenvolvimento das doenças neurodegenerativas 
crônicas ou predispondo a condições de maior nocicepção. 
 Para isto, a hiperglicemia crônica neste estudo foi induzida 
através da administração intraperitoneal de STZ em ratos Wistar adultos 
(Remor et al., 2011). Neste modelo, a persistência de altas 
concentrações de glicose no interior das células leva a uma condição 
definida como neurotoxicidade da glicose (Tomlinson e Gardiner, 
2008b), a qual altera o metabolismo celular, causando o aumento da via 
do poliol, das hexosaminas, da ativação de PKC e da formação de AGEs 
(Brownlee, 2005). Por outro lado, este modelo além de gerar 
neurotoxicidade através da hiperglicemia persistente, também gera 
lipotoxicidade devido a falta de sinalização da insulina (Poitout e 
Robertson, 2002). 
Os resultados obtidos neste trabalho doutoral demonstram que a 
hiperglicemia crônica causa uma desregulação bioenergética tanto 
central quanto periférica, induzida pela inibição da respiração 
mitocondrial, aumento da atividade de enzimas chaves do metabolismo 
como a CK, e indução de estresse oxidativo, apoptose e inflamação. 
Além disso, estas alterações metabólicas ocorreram juntamente com 
alterações epigenéticas caracterizadas por mudanças nos padrões de 
metilação do DNA e ainda observadas concomitantemente com déficit 
cognitivo, evidenciado principalmente por prejuízos na consolidação da 
memória de curto e longo prazo. Estas adaptações metabólicas 
energéticas foram identificadas em animais hiperglicêmicos, induzidos 
pela administração de STZ, e/ou em amostras de indivíduos afetados por 
DM1, e por Doença de Parkinson. Ainda, nesse material biológico, 
também foi identificada uma alteração no metabolismo de pterinas, 
caracterizado por marcada oxidação da BH4 no líquor de animais 
hiperglicêmicos, e altas concentrações de neopterina no plasma de 
pacientes afetados tanto por DM1 e DP. Finalmente, também foi 
caracterizado uma forma de induzir analgesia, que envolve inibição 
parcial na síntese da BH4 em um modelo animal de dor neuropática. 
No que se refere a indução de estresse oxidativo neste estado 
hiperglicêmico crônico,  evidenciamos aumento de proteínas oxidadas 
pelo MG no cérebro, aumento na peroxidação lipídica e diminuição dos 
grupamentos tiólicos em sangue, e redução das concentrações de BH4 
no líquor, nos animais submetidos ao modelo experimental de 
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hiperglicemia crônica. Este fenômeno pode estar associado ao aumento 
no fluxo da via dos polióis, o qual torna os tecidos mais vulneráveis ao 
estresse oxidativo pela consequente diminuição das concentrações de 
NAD(P)H (Brownlee, 2005), cofator essencial para a manutenção das 
atividades de enzimas relacionadas com o metabolismo da glutationa, o 
principal antioxidante natural. A redução nas concentrações de BH4 - 
molécula que parece apresentar uma atividade dual, no SNC favorece a 
neurotransmissão e os sistemas antioxidantes, mas na periferia altas 
concentrações favorece o estabelecimento de estresse oxidativo (Lam e 
Heales, 2007) - também pode contribuir ao estado crônico de estresse 
oxidativo. Neste contexto, baixas concentrações de BH4 tem sido 
demonstradas em plasma e/ou líquor de pacientes acometidos por 
processo crônicos incluindo DM1, alterações psiquiátricas e 
neurodegenerativas (Okumura et al., 2006; Foxton et al., 2007; Ota et 
al., 2007; Chittiprol et al., 2010). Ainda, numerosos estudos tem 
demonstrado que a iNOS (ou NOS-2) pode ser ativada em condições de 
hiperglicemia (Sobrevia et al., 1996), levando ao aumento na produção 
de óxido nítrico e a um rápido consumo do cofator BH4. Além disso, em 
condições de estresse oxidativo, a BH4 pode ser oxidada a BH2 e esta 
competir pela ligação na enzima NOS-3, visto que ambas são 
estruturalmente semelhantes (Landmesser et al., 2003; Crabtree e 
Channon, 2011). Como consequência, o acoplamento de BH2 com a 
NOS-3 gera a produção de ânion superóxido concomitante com a 
formação de óxido nítrico. Assim, esta situação potencializaria a 
toxicidade induzida pelos altos níveis de glicose no cérebro, alterando a 
neurotransmissão e a fisiologia da vasculatura, contribuindo para o 
desenvolvimento de infarto, demência vascular ou predispor às doenças 
neurodegenerativas (Arvanitakis et al., 2004; Biessels et al., 2006). 
Resultados prévios de nosso grupo de pesquisa demonstraram 
que o estado hiperglicêmico induzido pela administração de STZ causa 
disfunção mitocondrial periférica, e que este prejuízo é prevenido pela 
administração de INS (Remor et al., 2011). Estas alterações foram 
também confirmadas neste estudo em encéfalo de animais 
hiperglicêmicos, e foram expressas pelas inibições dos complexos I, II e 
IV da cadeia respiratória (60 dias de exposição), e também por um 
aumento no estado IV da respiração mitocondrial em animais expostos à 
hiperglicemia por 10 dias. Este déficit energético poderia comprometer 
a viabilidade de células do SNC por desencadear apoptose, como 
verificado neste trabalho, e dessa forma predispor à instalação de 
doenças neurogenerativas. Neste contexto, a mitocôndria possui um 
papel chave durante a produção de ATP, o qual é essencial para a 
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excitabilidade e sobrevida dos neurônios, e qualquer mudança durante a 
redução do oxigênio irá favorecer a formação de EROs. Os complexos I 
e III da cadeia respiratória são os principais geradores de EROs (Boveris 
et al., 1976; Chen et al., 2003), e esta situação se intensifica quando 
ocorre um bloqueio durante a transferência de elétrons (Turrens e 
Boveris, 1980; Turrens, 1997). Além disso, as espécies reativas 
formadas no complexo I (no sítio redox da NADH desidrogenase) são 
liberadas na matriz mitocondrial (Chen et al., 2003), provocando dano 
oxidativo nas enzimas mitocondriais, incluindo os complexos da cadeia 
respiratória, enzimas do ciclo de Krebs, quinases e várias outras 
proteínas, bem como o DNA mitocondrial (Bandy e Davison, 1990; 
Zhang et al., 1990; Hausladen e Fridovich, 1994). 
 Por outro lado, a atividade da CK, enzima chave no 
metabolismo energético, se encontrou aumentada tanto no SNC como 
nos tecidos periféricos de animais expostos à hiperglicemia crônica. 
Ainda, este efeito também foi observado quando cultura primária de 
astrócitos corticais de rato foram expostas ao MG na concentração de 
300 µM por 3 horas e evidenciado também no plasma de indivíduos 
acometidos pelo DM1. A enzima CK é responsável por catalisar a 
reação reversível de transferência de um grupo fosforil entre o ATP e a 
creatina (Bessman e Carpenter, 1985). Desta forma, possui a capacidade 
de gerar energia em tecidos que necessitam de constante e rápido 
abastecimento energético, como os músculos cardíaco e esquelético e o 
cérebro, de uma forma muito mais rápida do que durante o processo de 
fosforilação oxidativa (Wallimann e Hemmer, 1994). Além disso, a 
localização da CK isoforma mitocondrial, permite regular o potencial de 
membrana mitocondrial, prevenindo dessa forma a indução do poro de 
transição mitocondrial (Dolder et al., 2003). Este aumento na atividade 
da CK poderia estar relacionado com um processo de adaptação 
metabólica para compensar a deficiência energética. Como foi 
observado um déficit energético e um aumento na ativação da caspase-3 
na forma clivada nos animais que ficaram expostos a altos níveis de 
glicose, seria viável sugerir que o aumento na atividade da CK poderia 
ser um mecanismo compensatório para manter o estado energético 
celular, visto que não houve aumento no conteúdo proteico, nem na 
expressão do mRNA que codifica para esta proteína. Neste contexto, 
sabe-se que a expressão da CK nos diversos tecidos correlaciona de 
forma inversa com a capacidade de peroxidase tecidual (Meyer et al., 
2006); no entanto, foi observado um aumento nesta atividade no tecido 
hepático após dez dias de hiperglicemia. Isto poderia estar relacionado 
com uma sinalização celular patológica ou ainda relacionado com 
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aumento da atividade da CK presente no endotélio vascular. Neste 
sentido, numerosos estudos sugerem que muitos genes podem sofrer 
mudanças epigenéticas e responder de forma diferente em condições de 
hiperglicemia, como por exemplo, podem aumentar a expressão de 
VEGF (Ishizuka et al., 2011) e NF-κB, o qual compromete a 
fosforilação oxidativa devido à formação de estresse oxidativo com 
consequente redução da função mitocondrial (El-Osta et al., 2008) ou 
diminuir os níveis de mRNA do coativador PGC-1α (Mootha et al., 
2003) o qual possui a capacidade de aumentar a expressão de genes 
responsáveis pela biogênese mitocondrial (Scarpulla, 2002). Desta 
forma, uma possível deficiência do PGC-1α decorrente do estado 
hiperglicêmico, poderia resultar em diferentes alterações no 
metabolismo energético, tanto uma severa diminuição na atividade da 
cadeia transportadora de elétrons quanto um aumento na atividade da 
CK. 
Além disso, como o aumento na atividade da CK não mostrou 
estar relacionado com uma maior expressão gênica ou com uma maior 
quantidade de proteína, pode-se concluir que poderiam existir 
modificações pós-traducionais que modificariam os parâmetros 
farmacocinéticos da enzima. Neste sentido, sabe-se que a CK possui 
cinco resíduos de arginina conservados em todas suas isoformas, os 
quais seriam alvos sensíveis do MG (para formação de AGEs), e cuja 
oxidação promoveria uma modificação na proteína com subsequente 
ganho de função, como foi previamente descrito em estudos de 
mutagênese dirigida para uma das argininas próxima do sítio de ligação 
da creatina (Tanaka e Suzuki, 2004). No entanto, não pode se descartar a 
possibilidade de que outras isoformas da CK possam estar reguladas 
positivamente como mecanismo compensatório.  
Devido à deficiência na transferência de elétrons observada nos 
tecidos periféricos e no cérebro dos animais hiperglicêmicos, poderia se 
esperar um aumento na glicólise anaeróbica. No entanto, neste estudo, a 
atividade da HK se mostrou deficiente no tecido hepático de animais 
que ficaram em estado hiperglicêmico por 10 dias. Neste sentido, a 
deficiência da atividade da HK mitocondrial foi previamente descrita em 
modelos experimentais de DA com alterações na sinalização da insulina, 
possivelmente ocasionada pela toxicidade gerada através dos agregados 
proteicos característicos desta enfermidade (Saraiva et al., 2010).  
A administração exógena de INS foi efetiva na prevenção das 
alterações observadas no metabolismo energético cerebral dos animais 
expostos à hiperglicemia crônica durante 60 dias. Esta propriedade 
protetora da insulina pode ser justificada devido ao fato de a interação 
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da insulina com seus receptores específicos na membrana provocam a 
ativação da via da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)-Akt (Duronio, 
2008), a qual é responsável por garantir a sobrevida das células. A 
proteína PTEN é uma fosfatase que defosforila a PI3K, interrompendo 
assim a ativação desta via. Neste sentido, a literatura tem demonstrado 
que a insulina diminui a expressão de PTEN e por consequência, 
ativaria a via da PI3K (Teshima et al., 2010).  
Ainda, os experimentos relacionados com respirometria 
demonstraram que a mitocôndria encontra-se desacoplada no cérebro 
dos animais que permaneceram hiperglicêmicos por 10 dias. Este 
desacoplamento mitocondrial foi evidenciado pelo aumento no consumo 
de oxigênio no estado IV de respiração mitocondrial, que indica perda 
do potencial de membrana (Δψm), provavelmente pelo aumento da 
atividade da CK. Ainda o aumento, embora não significativo (aumento 
de 40%; n=3) do estado III correlaciona com o aumento de CK 
mitocondrial, enzima encarregada de controlar o Δψm mediante a 
transferência de ADP para a matriz mitocondrial (Beutner et al., 1998). 
Além disso, este trabalho demonstrou que 300 µM de MG também 
causou um aumento no estado IV da respiração mitocondrial em células 
precursoras de hipocampo (H19-7). Neste sentido, estes resultados estão 
de acordo com resultados prévios do nosso grupo que permitiram propor 
que o MG atuaria como um desacoplador, por causar uma dissipação 
parcial do Δψm (Glaser et al., 2014; Trabalho doutoral em 
Neurociências). Os desacopladores dissipam o Δψm (Nelson e Cox, 
2004) e desta forma a transferência de elétrons na cadeia respiratória é 
estimulada para reestabelecer este potencial, ainda que a síntese de ATP 
esteja bloqueada, tendo como consequência o aumento do consumo de 
oxigênio. Considerando que a concentração de MG em plasma de 
indivíduos normoglicêmicos é de aproximadamente 1 µM e que em 
indivíduos hiperglicêmicos esta pode chegar até 6 µM de MG 
(Thornalley et al., 1989), um pequeno aumento nas concentrações do 
metabólito já alteraria a funcionalidade da mitocôndria, levando a um 
aumento na produção de EROs, como observado neste estudo, e 
consequente disfunção mitocondrial (Shenouda et al., 2011). Em 
concordância, resultados do nosso grupo de pesquisa demonstraram que 
tanto o MG quanto os AGEs causaram aumento no consumo de 
oxigênio mitocondrial e ainda alteração no Δψm, mensurado através da 
sonda fluorescente JC-1. Esta dissipação do potencial pode levar as 
mitocôndrias a se fragmentarem, com o intuito de eliminar as 
mitocôndrias disfuncionais por posterior mitofagia. No entanto, foi 
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verificado que o processo de mitofagia não foi alterado, favorecendo a 
um acúmulo de mitocôndrias disfuncionais no interior da célula (Glaser 
et al., 2014; Trabalho doutoral em Neurociências). Ainda, foi observado 
que 300 µM de MG causou um aumento na geração de EROs 
extramitocondrial. Este fenômeno provavelmente foi causado devido a 
uma possível diminuição na atividade do complexo I quando as células 
precursoras de hipocampo foram incubadas com MG. Neste sentido, 
sabe-se que este composto tem a capacidade de reagir com grupamentos 
amino livres de proteínas, modificando sua estrutura e dando origem a 
produtos oxidados, chamados AGEs (Ravelojaona et al., 2007; Zhang et 
al., 2009). Assim, o complexo I, e provavelmente outros complexos da 
cadeira respiratória poderiam estar sendo alvos da oxidação causada 
pelo toxicante MG (Rosen et al., 2001; Brownlee, 2005; Ross et al., 
2013; Cardoso et al., 2014). 
Após a realização destes estudos com um modelo in vivo de 
hiperglicemia crônica, o próximo passo deste trabalho avaliou a 
formação de AGEs e a atividade do metabolismo energético em sangue 
de pacientes portadores de DM1 e DP. Foi observado que pacientes 
DM1 apresentam altas concentrações plasmáticas de AGEs por estarem 
em condições de persistente hiperglicemia. Pode ser observado que 
quanto maior os níveis de glicose sanguínea, maior é também a 
quantidade de AGEs presentes na circulação destes pacientes. A 
atividade do complexo I e da creatinaquinase foram determinadas em 
linfócitos de sangue e mostraram que seu comportamento foi muito 
semelhante ao observado nos estudos in vivo com ratos Wistar. Estas 
alterações poderiam responder ao efeito tóxico de AGEs e/ou MG como 
previamente descrito por Brownlee e colaboradores (2005). Além disso, 
foi observada uma maior ativação do sistema imunológico devido a 
presença de concentrações aumentadas de neopterina em plasma dos 
pacientes DM1. Estudos demonstram que esta pterina se encontra 
elevada em pacientes com distúrbios psiquiátricos e portadores de 
doenças neurodegenerativas (Chittiprol et al., 2010; Leblhuber et al., 
2011) e é liberada durante processos inflamatórios, incluindo os 
neuroinflamatórios (Zimmermann, 2001; Dale et al., 2009). 
Assim, poderíamos extrapolar os resultados obtidos a partir dos 
modelos experimentais e dos tecidos humanos para entender a relação 
existente entre o DM e a maior incidência ao desenvolvimento de 
doenças neurodegenerativas, incluindo a DP, DA, entre outras. 
Pacientes portadores das duas patologias, DM e DP, demonstram um 
maior risco de desenvolver demência, apresentando sintomas motores 
mais severos (Schernhammer et al., 2011). Além disso, o DM2 contribui 
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para a instabilidade postural e dificuldade na marcha em pacientes com 
DP (Kotagal et al., 2013). Por outro lado, aproximadamente 50% dos 
pacientes afetados pela DP apresentam DM ou tolerância diminuída à 
glicose (Barbeau et al., 1961; Boyd et al., 1971; Lipman et al., 1974; 
Santiago e Potashkin, 2014). Com base nisso, foi observado que os 
pacientes com diagnóstico confirmado para DP apresentaram um 
aumento na glicemia em relação aos pacientes sem histórico de doenças 
neurodegenerativas com a mesma faixa etária, caracterizando um estado 
de baixa tolerância a glicose. Este aumento nas concentrações de glicose 
estão contribuindo para a elevação na formação de AGEs plasmáticos 
destes pacientes. Estudos post-mortem em portadores da DP, reportam o 
envolvimento de estresse oxidativo em neurônios dopaminérgicos, 
através da produção de EROs e disfunção mitocondrial, principalmente 
devido a inibição do complexo I da cadeia transportadora de elétrons  
(para revisão ver Latini et al., 2011), e que esta inibição não seria 
exclusiva do encéfalo, encontrando-se também em plaquetas, linfócitos 
e músculo esquelético dos afetados (Turrens, 1997). Neste sentido, este 
estudo também demonstrou uma redução na atividade do complexo I 
nas plaquetas de pacientes com PD, confirmando a alteração bioquímica 
característica desta entidade neurodegenerativa. Além disso, resultados 
do nosso grupo de pesquisa verificaram um aumento significativo nas 
concentrações de neopterina plasmática em pacientes com DP, 
comprovando uma maior ativação do sistema imunológico nestes 
pacientes (Freitas et al., 2012; Dissertação de Mestrado). Contudo, 
existem várias evidências de que o DM está intimamente relacionado 
com a progressão da DP, e que estas duas doenças compartilham 
mecanismos comuns a níveis celulares e moleculares (Aviles-Olmos et 
al., 2013; Santiago e Potashkin, 2013). 
 
6.2 EFEITO DA HIPERGLICEMIA CRÔNICA SOBRE 
PARÂMETROS COGNITIVOS E DE EPIGENÉTICA EM RATOS 
WISTAR ADULTOS 
 
 As alterações epigenéticas são definidas como modificações na 
expressão gênica, as quais não envolvem mudanças na sequência do 
DNA (Jirtle e Skinner, 2007; Christensen e Marsit, 2011; Peters et al., 
2011). Estas alterações podem promover o desenvolvimento de fenótipo 
anormal e o aparecimento de eventos genéticos tais como, quebras da 
dupla fita de DNA, mutação e instabilidade cromossômica que podem 
contribuir para o aparecimento de inúmeras desordens (Sawan et al., 
2008). Dentre os vários mecanismos epigenéticos conhecidos até o 
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momento, a metilação do DNA é uma das principais modificações 
epigenéticas que controla a expressão de genes em estados fisiológicos e 
patológicos. Neste contexto, alterações no perfil de metilação do DNA 
podem ocorrer em estados patológicos como no câncer e doenças 
metabólicas, como é o caso do DM e ainda durante processos 
neurodegenerativos (El-Osta et al., 2008; Barres e Zierath, 2011).  
Este trabalho evidenciou um comprometimento motor e ainda  
prejuízos na consolidação da memória de curto e longo prazo nos 
animais que permaneceram hiperglicêmicos por 60 dias. Além destas 
alterações, foi observado um déficit na memória espacial do grupo STZ 
quando comparados com os demais grupos experimentais, e a 
administração de insulina preveniu estas alterações cognitivas. Estes 
achados cognitivos observados neste trabalho estão de acordo com 
outros estudos recentes que também demonstraram comprometimento 
cognitivo em roedores submetidos ao modelo de hiperglicemia induzido 
por STZ (Grzeda et al., 2007; Hirano et al., 2007; Ho et al., 2012). 
Contudo, estas alterações cognitivas provavelmente são consequências 
do estresse oxidativo e da severa inibição nos complexos da cadeia 
respiratória observados nos animais expostos à hiperglicemia crônica, os 
quais poderiam estar comprometendo a viabilidade dos neurônios por 
desencadear a apoptose e ainda estarem favorecendo o acúmulo de 
proteínas oxidadas por MG no encéfalo dos animais expostos à 
hiperglicemia persistente. Neste cenário de déficit energético e 
neurotoxicidade, aqui também foi demonstrado a translocação, desde o 
citosol para a mitocôndria, da proteína α-sinúcleína no hipocampo dos 
animais que permaneceram hiperglicêmicos por um período de 60 dias. 
A α-sinucleína é uma proteina pré-sináptica e nativamente citosólica. 
Em situações de estresse celular com consequente diminuição do pH 
intracelular (Cole et al., 2008), esta proteína tende a translocar desde o 
citosol e se ligar nos lipídeos presentes nas membranas mitocondriais 
interna e externa, formando agregados intramitocondriais (Pham e 
Cappai, 2013). Segundo Bir e colaboradores (2014), a translocação da 
α-sinucleína para o interior da mitocôndria também está relacionada 
com a abertura do poro de transição mitocondrial (PTP). Uma vez que 
este poro se abre, os prótons presentes no espaço intermembranas são 
dissipados, causando diminuição do Δψm mitocondrial (Kim et al., 
2003). Contudo, inúmeros estudos vem demonstrando que a diminuição 
do Δψm está sendo apontado como um mecanismo de citotoxicidade, 
por ocasionar um aumento na formação de EROs, levando a uma 
situação de estresse oxidativo e disfunção mitocondrial, um dos 
principais mecanismos patogênicos propostos na DP (Cookson e van der 
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Brug, 2008; Schapira e Gegg, 2011; Nakamura, 2013), podendo levar as 
células à apoptose ou necrose (Bir et al., 2014). Ainda, o estresse 
oxidativo gerado pelo desacoplamento mitocondrial, parece estar 
também relacionado com alterações epigenéticas e a predisposição para 
o desenvolvimento de DM e de suas complicações vasculares (Nokoff e 
Rewers, 2013; Pezzolesi e Krolewski, 2013). Estudos clínicos e 
experimentais tem demonstrado que fatores ambientais e os nutrientes 
ingeridos durante o desenvolvimento embrionário, podem provocar 
modificações epigenéticas e regular a expressão de genes relacionados 
com a aparição de DM (Ling e Groop, 2009; Sharma et al., 2010). Além 
disso, tem sido demonstrado que as alterações epigenéticas podem 
resultar de uma única situação aguda de hiperglicemia, fenômeno 
conhecido como “memória metabólica” (El-Osta et al., 2008). 
Neste sentido, este estudo evidenciou um aumento na metilação 
global do DNA e uma hipometilação na região promotora do LINE-1 no 
hipocampo dos animais que permaneceram sob condições de 
hiperglicemia por 60 dias, e estas alterações foram prevenidas com a 
administração de insulina exógena. Sabe-se que os padrões de metilação 
do genoma são alterados com a existência de patologias de curso 
crônico e, geralmente é observada a hipermetilação de algumas ilhas 
CpG distribuídas em seqüências repetitivas, bem como em alguns genes 
transcricionalmente relevantes (Fraga et al., 2005). Ainda, eventos de 
hipometilação no LINE-1 estão diretamente associados a uma maior 
instabilidade genômica, provocando alterações e/ou desregulação da 
expressão gênica. Sendo assim, a persistência de altas concentrações de 
glicose no interior das células neurais poderia favorecer a instabilidade 
genômica e a hipermetilação global do DNA observadas neste estudo 
(Pirola et al., 2010; Keating e El-Osta, 2012; Tros et al., 2014; Wegner 
et al., 2014). Estas mudanças no padrão de metilação permitem a 
ocorrência de mutações mais facilmente (Burzynski, 2005), e parecem 
estar diretamente envolvidas com o aumento da expressão de 
determinados genes, como por exemplo o NF-κB (Kuroda et al., 2009), 
o qual tem papel chave na expressão de diversos genes pró-
inflamatórios que contribuem para o desenvolvimento das principais 
complicações vasculares no DM (Siebel et al., 2010; Tonna et al., 2010; 
Keating e El-Osta, 2012). 
Ainda, o REST é considerado um fator protetor dos neurônios 
durante o envelhecimento. Isto porque este fator de transcrição é um 
repressor de genes neuronais muito expresso durante a fase de 
desenvolvimento embrionário. Após este período, a expressão de REST 
é silenciada e este fator permanece silenciado durante a fase adulta. 
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Alguns estudos vem demonstrando que durante o envelhecimento a 
expressão de REST volta a surgir e está muito associada com a 
preservação de funções cognitivas e o aumento da longevidade 
(Schoenherr e Anderson, 1995; Ballas et al., 2005). Neste estudo, foi 
evidenciado uma diminuição na expressão do gene que codifica para a 
proteína REST nos animais que permaneceram hiperglicêmicos por 60 
dias. Corroborando com este achado, pode-se evidenciar um aumento na 
expressão do gene que codifica para a forma truncada desta proteína 
(REST-4). Segundo Lu e colaboradores (2014), em pacientes idosos 
portadores da DA, a expressão deste fator de transcrição está 
significativamente diminuída em relação a pacientes idosos que não 
possuem alguma doença neurodegenerativa comprovada. Dessa forma, o 
estado de ativação de REST, durante o envelhecimento, poderia 
distinguir fenômenos de neuroproteção e/ou de neurodegeneração no 
cérebro (Lu et al., 2014). Além disso, a região promotora de REST 
encontrou-se hipermetilada no hipocampo dos animais hiperglicêmicos, 
sendo esta mais uma evidência de que a persistente hiperglicemia está 
diretamente envolvida com os eventos de hipermetilação do DNA. 
Assim, pode-se propor que as alterações epigenéticas induzidas pela 
hiperglicemia crônica poderiam ser, em parte, responsáveis pelos 
eventos de neurodegeneração identificadas neste modelo. 
 
6.3 PAPEL PERIFÉRICO DO METABOLISMO DAS PTERINAS 
NA FISIOPATOLOGIA DA DOR NEUROPÁTICA 
 
 Lesões no sistema somatossensório podem levar a percepções 
tanto negativas, definidas como a  perda de sensibilidade, quanto a 
percepções positivas, como por exemplo, a sensação de dor exagerada 
(Costigan et al., 2009). A dor crônica inflamatória e/ou neuropática 
diferencia-se das condições de dor aguda por resultar de uma disfunção 
ou dano ao sistema nervoso central ou periférico, e persistir por dias, 
meses, ou até anos após a injúria do nervo (Zimmermann, 2001; Loeser 
e Treede, 2008; Somers e Clemente, 2009). Ainda, a dor neuropática 
pode ser caracterizada por períodos de dor contínua (sensação de 
queimação), dor espontânea (rajadas de dor) e dor intensa em resposta a 
situações não dolorosas (alodinia) ou sensação elevada a estímulos 
dolorosos (hiperalgesia) (Costigan et al., 2009).  
A dor neuropática periférica, resulta de lesões no sistema 
nervoso periférico, as quais podem ser causadas por trauma mecânico, 
químicos neurotóxicos, infecções, e numerosas patologias de curso 
crônico, incluindo as doenças neurodegenerativas do envelhecimento, 
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câncer, doenças cardiovasculares, doenças reumáticas e DM (Woolf e 
Mannion, 1999; Dworkin et al., 2003). Neste sentido, a dor neuropática 
é uma condição neurodegenerativa que envolve aproximadamente 50% 
das pessoas acometidas pelo DM (Wild et al., 2004; Yang et al., 2010) e 
entre 40% e 85% dos pacientes portadores da DP (Broen et al., 2012; Fil 
et al., 2013). No caso da DP, os pacientes relatam que a dor prejudica 
severamente a qualidade de vida, pois os sintomas são mais angustiante 
do que os próprios sintomas motores desta enfermidade (Truini et al., 
2013). A dor nos pacientes portadores da DP afeta principalmente o lado 
do corpo com sintomas motores predominantes e é mais comum em 
pacientes do sexo feminino do que do sexo masculino (54% e 45%, 
respectivamente). Contudo, os tratamentos existentes até hoje para 
combater a dor neuropática oferecem apenas eficácia moderada e 
numerosos efeitos adversos, principalmente a dependência química 
(Finnerup et al., 2005; Costigan et al., 2012). Além disso, nas últimas 
décadas foram desenvolvidos novos analgésicos, mas poucos deles 
foram racionalmente e quimicamente projetados para o tratamento da 
dor, e sim descobertos acidentalmente (Kissin, 2010). 
 Por muitos anos, cientistas tem procurado por mensageiros 
químicos que agem como mediadores na via de sinalização indutora da 
sensação de dor, e a BH4 tem apresentado grande destaque em seu 
envolvimento nos processos de nocicepção (Tegeder et al., 2006). Neste 
sentido, estudos já demonstraram que  após lesão no nervo ciático em 
camundongos, os neurônios exibem um marcado e duradouro aumento 
na expressão do gene que codifica para a GTPCH (enzima limitante na 
síntese de novo da BH4), do conteúdo proteico e da atividade desta 
enzima, e como consequência, um aumento nas concentrações locais de 
BH4 (Tegeder et al., 2006; Latremoliere e Costigan, 2011). Por outro 
lado, estudos utilizando um inibidor da enzima GTPCH (DAHP; 2,4-
diamino-6-hidroxipirimidine), o qual é seletivo porém com pouca 
afinidade (IC50 0,3 mM), causa uma diminuição nas concentrações de 
BH4 e produz analgesia em roedores que sofreram lesão no nervo 
ciático, confirmando a ação pró-nociceptiva do excesso da produção de 
BH4 no sistema somatossensório (Tegeder et al., 2006). Contudo, pode-
se concluir que a diminuição na síntese de BH4 durante condições de 
dor inflamatória e/ou neuropática é um alvo promissor para contornar 
esta enfermidade. Neste sentido, este estudo identificou o efeito de 
drogas que induzem analgesia através da diminuição da produção da 
molécula BH4. O fundamento deste procedimento requer a inibição 
parcial da síntese de BH4 apenas no sistema nervoso periférico, 
utilizando um inibidor que não ultrapasse a barreira hematoencefálica, 
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visto que a BH4 é um cofator obrigatório para a produção de 
mediadores com relevante fisiologia, como as aminas biogênicas 
neurotransmissoras, dopamina e serotonina, e do ON. Para isto, o 
Laboratório do Prof. Clifford Woolf junto ao Laboratório do Dr. Kai 
Johnsson da Suíça desenvolveram drogas que inibem a enzima SR, a 
qual também participa da síntese de novo e de salvação da BH4, sendo 
downstream da enzima GTPCH. 
 Pode ser observado neste estudo, que o inibidor em teste (iSR; 
inibidor da SR) diminuiu significativamente a atividade da enzima SR 
em neurônios de gânglios da raiz dorsal de camundongos nas doses de 1, 
3 e 10 µM, e ainda produziu analgesia em camundongos que sofreram 
lesão no nervo ciático (300 mg/kg, via intraperitoneal). Ainda, estes 
efeitos foram comparados com os induzidos pela N-acetil-serotonina 
(NAS), que recentemente foi identificada como um inibidor, embora não 
muito específico da SR (IC50 de 3,1 µM) (Haruki et al., 2013). Como 
previsto, o tratamento com o NAS causou inibição na atividade da SR 
apenas na dose de 3 µM. Além disso, foi observado um aumento na 
concentração de sepiapterina no sobrenadante de neurônios dos gânglios 
da raiz dorsal quando incubados com 3 e 30 µM de iSR durante 24 
horas. Além disso, a administração intraperitoneal de iSR na dose de 
300 mg/kg nos camundongos que sofreram lesão no nervo ciático, além 
de causar analgesia, também causou um aumento na concentração de 
sepiapterina no plasma e em homogenato de gânglios da raiz dorsal e de 
nervo ciático. Ainda, o aumento na concentração plasmática de 
sepiapterina também foi observado após administração de iSR nos 
animais com aumento na expressão de GTPCH (GOEs). Este aumento 
na concentração de sepiapterina é consequência da inibição da enzima 
SR, e interessantemente correlaciona com as concentrações que o iSR 
atinge no sangue (Blau et al., 2001). O acúmulo deste intermediário 
pode então ser proposto como biomarcador sensível para monitorar 
tratamentos farmacológicos inovadores que empreguem a inibição da 
SR como alvo molecular. Neste contexto, deve ser salientado que em 
condições fisiológicas a sepiapterina – metabólito intermediário - nunca 
se acumula, visto que rapidamente é transformada em BH4 durante a 
síntese de novo e na via de salvação. Nesta última, a própria SR e outras 
enzimas inespecíficas como as aldose redutases e/ou carbonil redutases 
podem transformar 6-piruvoil-tetrahidrobiopterina e/ou sepiapterina em 
BH2 e esta, posteriormente ser reduzida em BH4 pela ação da enzima 
DHFR (Blau et al., 2001). Sendo assim, esta via de salvação pode 
produzir quantidades suficientes de BH4 no fígado, onde existe uma alta 
atividade de DHFR, pra suprir a funcionalidade das enzimas que 
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utilizam esta molécula como cofator essencial, como por exemplo a 
fenilalanina hidroxilase, quando a SR é inibida (Blau et al., 2001). Para 
comprovar o efeito específico do iSR, este estudo demonstrou que após 
a inibição da enzima SR, identificada pelo acúmulo de sepiapterina, não 
houve acúmulo do aminoácido fenilalanina no plasma nos animais que 
sofreram lesão do nervo ciático. 
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7 CONCLUSÕES 
 
 
CAPÍTULO I: 
 
• A hiperglicemia crônica provocou inibições nas atividades dos 
complexos da cadeia respiratória e um aumento na atividade da CK 
no cérebro e/ou tecidos periféricos em animais que permaneceram 
hiperglicêmicos por 60 dias. O aumento na atividade da CK se deve 
provavelmente como mecanismo compensatório para a deficiência 
energética observada;  
• A persistente hiperglicemia induziu ao estresse oxidativo sistêmico 
e central; 
• A administração de insulina protegeu as alterações no metabolismo 
energético celular, mas não foi efetiva na prevenção de estresse 
oxidativo; 
• Pacientes acometidos por DM1 apresentaram inibições na atividade 
de enzimas envolvidas no metabolismo energético similares as 
apresentadas nos experimentos in vivo. Além disso, estes pacientes 
demonstraram uma maior formação de AGEs e ativação do sistema 
imunológico;  
• Pacientes acometidos por DP apresentaram inibição na atividade do 
complexo I mitocondrial, maior formação de AGEs e tolerância 
diminuída a glicose. 
 
 
CAPÍTULO II: 
 
• A hiperglicemia crônica comprometeu a consolidação da memória 
de curta e longa duração em animais hiperglicêmicos e a 
administração de INS preveniu apenas o déficit na memória de 
longa duração; 
• A persistente hiperglicemia provocou apoptose no córtex cerebral e 
induziu a redistribuição subcelular da α-sinucleína no hipocampo; 
• Induziu alterações epigenéticas caracterizadas pela hipermetilação 
global do DNA e instabilidade genônica, além de diminuir a 
expressão de REST como mecanismo de neurodegeneração. 
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CAPÍTULO III: 
 
• O aumento nas concentrações de BH4 induziram ao aumento das 
sensações dolorosas e a inibição na síntese desta molécula pela iSR 
causou diminuição na hipersensibilidade a dor; 
• As concentrações basais de BH4 necessárias para a síntese de 
neurotransmissores foram compensadas por uma via alternativa, a 
via de salvação; 
• O acúmulo de sepiapterina após inibição da SR representa um 
achado inédito e pode ser empregado como biomarcador para o 
correto tratamento farmacológico em situações de dor crônica. 
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8 CONCLUSÃO GERAL 
 
A partir dos resultados obtidos, pode-se sugerir que a 
hiperglicemia crônica causa uma adaptação bioenergética tanto central 
quanto periférica, acompanhada de estresse oxidativo, apoptose e 
modificações epigenéticas. Estas alterações observadas podem ser 
devido a oferta constante do toxicante MG e/ou AGEs no interior das 
células do SNC derivados da persistente hiperglicemia, e este cenário 
parece ser um gatilho para induzir a instalação e o desenvolvimento de 
doenças neurodegenerativas e/ou neurológicas, em particular a DP, e/ou 
predispor a nocicepção. 
 
 
 
 
 
 
Figura 38. Efeitos celulares envolvidos durante a hiperglicemia crônica.  As 
altas concentrações de glicose sanguínea causam uma adaptação bioenergética tanto 
central quanto periférica acompanhada de estresse oxidativo, apoptose e 
modificações epigenéticas, e este cenário parece ser um gatilho para induzir a 
instalação e o desenvolvimento das doenças neurodegenerativas e/ou predispor a 
nocicepção. 
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9 PERSPECTIVAS 
 
 
Serão realizados experimentos adicionais para complementar e 
aprimorar a qualidade dos resultados apresentados neste trabalho 
doutoral. Para isto, serão analisados os seguintes parâmetros: 
 
 1) Mensurar a atividade da CK (cerebral, cardíaca e muscular) 
no cérebro de animais hiperglicêmicos por um método alternativo que 
envolve detecção eletroquímica (dependente de pH) com o intuito de 
confirmar os dados obtidos pelo método padrão de espectrofotometria, 
empregado neste trabalho (Schlattner et al., 2000). Ainda, pretende-se 
quantificar as diferentes isoformas de CK para identificar se realmente a 
isoforma cerebral estaria relacionada com a maior atividade enzimática 
observada no cérebro dos animais hiperglicêmicos. Estes experimentos 
adicionais serão realizados no Laboratório do Prof. Uwe Schlatter, no 
Laboratory of Fundamental and Applied Bioenergetics na University 
Joseph Fourier, Grenoble, França; 
 
 2) O toxicante MG, formado em condições de hiperglicemia 
crônica, poderia ocasionar modificações e/ou oxidações em algumas 
proteínas, como por exemplo a proteína reguladora do metabolismo 
energético, proteína quinase dependente de AMP (AMPK). Isto porque 
esta proteína possui 3 resíduos de arginina no sítio de ligação do AMP 
que são sensíveis a ação deste composto (Gugliucci, 2009). Uma vez 
oxidada, a AMPK poderia perder sua capacidade de sensar baixas 
quantidades de energia e proporcionar a ativação da CK para 
compensar. Para verificar esta hipótese, a enzima AMPK purificada será 
oxidada a partir de incubação desta com o oxidante MG para formar 
(AGE-AMPK). Após oxidação, linhagens gliais e neuronais serão 
incubadas com AGE-AMPK e/ou metformina (scavenger de MG) para 
posterior avaliação da atividade da CK.  
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